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“O correr da vida embrulha tudo,  
a vida é assim: esquenta e esfria,  
aperta e daí afrouxa,  
sossega e depois desinquieta.  
O que ela quer da gente é coragem.  
O que Deus quer é ver a gente  
aprendendo a ser capaz  
de ficar alegre a mais,  
no meio da alegria,  
e inda mais alegre  
ainda no meio da tristeza!  
A vida inventa!  
A gente principia as coisas,  
no não saber por que,  
e desde aí perde o poder de continuação 
porque a vida é mutirão de todos,  
por todos remexida e temperada.  
O mais importante e bonito, do mundo, é isto:  
que as pessoas não estão sempre iguais,  
ainda não foram terminadas,  
mas que elas vão sempre mudando.  
Afinam ou desafinam. Verdade maior. 
Viver é muito perigoso; e não é não. 
Nem sei explicar estas coisas.  
Um sentir é o do sentente, mas outro é do sentidor.” 








O emprego de polímeros naturais e/ou semi-sintéticos como suportes para imobilização de 
enzimas é uma estratégia para estabilizar enzimas, permitindo aumento da atividade catalítica 
e remoção da enzima do meio reacional. Neste trabalho, estudou-se a produção de triacetato de 
celulose (TAC) através de reação de acetilação homogênea de polpa Kraft e a imobilização de 
fosfolipase comercial Lecitase Ultra® (LU) em TAC por adsorção física. TAC e a LU 
imobilizada em TAC (LU-TAC) foram caracterizados por Espectroscopia na região do 
Infravermelho (FTIR), Difração de raios-X de alto ângulo (DRX), Microscopia eletrônica de 
Varredura (MEV), e Termogravimetria (TGA). A produção de TAC foi confirmada através do 
valor do grau de substituição obtido por FTIR, igual a 2,7 e temperatura de fusão de 306 oC. 
LU-TAC apresentou atividade catalítica de 975,8 U/g, estabilidade térmica, especialmente nas 
temperaturas entre 35 e 40 oC, com inativação de 24 e 19,3%, respectivamente, em 8 horas de 
experimento. LU-TAC também apresentou estabilidade em toda a faixa de pH estudada, de 3 a 
10. Na presença de n-hexano, nas primeiras 6 h de incubação, LU-TAC apresentou aumento de 
atividade enzimática. Nos estudos de dessorção, observou-se a remoção de 84,5% da lipase na 
presença de uma solução aquosa de Triton X-100 0,02%. Os parâmetros cinéticos, Km e Vmax 
foram obtidas para LU (0,24 mmol/L e 11,07 μmol/min/mL, respectivamente) e LU-TAC (0,41 
mmol/L e 7,09 μmol/min/mL, respectivamente) os resultados mostram mudanças de atividade 
catalítica que podem estar associadas a interação do suporte com a enzima. Testes de reuso de 
LU-TAC indicaram que a atividade enzimática relativa se mantém acima de 50% por dois 
ciclos. O desempenho do sistema LU-TAC foi avaliado em reações de transesterificação de 
óleo de soja com metanol para produção de biodiesel. Para tanto, o processo de produção de 
biodiesel foi otimizado levando a condição ótima de trabalho: temperatura de 34,2 °C, 21,9 % 
de LU-TAC e 7,7 % de água. A porcentagem de ésteres totais obtida nessas condições foi de 
48,4 %, mantendo fixas razão molar óleo/metanol 1:4 e concentração de n-hexano igual a 
0,5mL/g de óleo. Os resultados obtidos mostram que o uso do TAC estabiliza a enzima e 
favorece o emprego desta na produção de biodiesel. 
 
Palavras-chave: Lecitase ultra, imobilização, triacetato de celulose, biodiesel, óleo de soja. 
ABSTRACT 
 
The use of natural and /or semi-synthetic polymers as carriers for enzymes is a strategy 
for stabilizing enzymes, increasing the catalytic activity and removal of the enzyme from the 
reaction medium. In this work, cellulose triacetate (TAC) was produced by homogeneous 
acetylation reaction of Kraft pulp and a commercial phospholipase Lecitase Ultra® (LU) was 
immobilized in TAC by physical adsorption. TAC and LU immobilized in TAC (LU-CTA) 
were characterized by Infrared Spectroscopy (FTIR), High Angle X-ray Diffraction (XRD), 
Scanning Electron Microscopy (SEM) and Thermogravimetry (TGA). TAC production was 
confirmed by degree of substitution obtained by FTIR, equal to 2.7 and melting temperature of 
306 oC. LU-TAC presented catalytic activity of 975.8 U/g, thermal stability, especially at 
temperatures between 35 and 40 oC, with inactivation of 24 and 19.3%, respectively, in 8 hours 
of experiment. LU-TAC also showed stability throughout a studied pH range. In the presence 
of n-hexane, in the first 6 h of incubation, LU-CTA showed increase in enzymatic activity. In 
the desorption studies, we observed a removal of 84.5% of lipase in the presence of a 0.02% 
Triton X-100 aqueous solution. The kinetic parameters, Km and Vmax, were obtained for LU 
(0.24 mmol/L and 11.07 μmol / min / mL, respectively) and LU-TAC (0.41 mmol/L and 7.09 
μmol / min / mL, respectively). Results show changes in catalytic activity that may be associated 
with the interaction of the support to an enzyme. LU-TAC reuse tests indicated that the relative 
enzyme activity remained above 50% for two cycles. The performance of the LU-CTA system 
was evaluated in transesterification reactions of soybean oil with methanol for biodiesel 
production. Biodiesel production process was optimized, leading to an optimum working 
station: temperature of 34.2 °C, 21.9 % of LU-TAC and 7.7 % of water. A percentage of total 
esters obtained under these conditions was 48.4%, maintaining fixed molar ratio of oil / 
methanol 1: 4 and concentration of n-hexane equal to 0.5mL / g of oil. The results shown that 
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O emprego da catálise enzimática em diversos processos industriais é objeto de pesquisa 
e desenvolvimento devido a seletividade e bom desempenho das enzimas em reações que são 
realizadas geralmente em condições de temperaturas menores que as exigidas por catálise 
química. Entretanto, as enzimas em sua forma livre e purificadas são caras e apresentam baixa 
estabilidade térmica, faixa estreita de pH para a reação, sensibilidade a atividade de água no 
meio reacional e perda da atividade catalítica após um ciclo reativo. A imobilização de enzimas 
em suportes sólidos é uma boa estratégia que visa melhorar a estabilidade das enzimas, facilitar 
a recuperação e ampliar as aplicações desses sistemas em diversas reações químicas 
(JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014).  
As enzimas podem ser imobilizadas em suportes sólidos através de vários métodos, 
sendo a imobilização por adsorção um dos mais importantes e utilizados. Neste método, a 
interação entre o suporte e a enzima ocorre através de forças de van der Waals, interações dipolo 
e ligações de hidrogênio, estabelecendo uma interação entre o suporte e a enzima que 
geralmente não altera a estrutura da enzima.  
Vários compostos podem ser empregados como suportes sólidos. O critério utilizado 
para a escolha de suportes é o custo, disponibilidade, estabilidade ou reatividade em condições 
específicas. Neste sentido, as principais propriedades físico-químicas que devem ser levadas 
em consideração são: a presença de grupos funcionais na superfície do suporte que favoreçam 
a adsorção da enzima, a área superficial, a porosidade e a estrutura dos poros. Os suportes 
podem ser materiais orgânicos ou inorgânicos (JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 
2014). No caso dos materiais orgânicos, o uso de suportes naturais como a celulose e seus 
derivados se destacam porque são de baixo custo, não tóxicas, renováveis, biodegradáveis e 
biocompatíveis (LIU; CHENG, 2016). As principais vantagens dos derivados esterificados da 
celulose são a facilidade de processamento e a possibilidade de ajuste do caráter 
hidrofílico/hidrofóbico através da modificação química da celulose.  
Neste trabalho, foi preparado e caracterizado um biocatalisador pela imobilização da 
Lecitase Ultra (LU) por adsorção física em triacetato de celulose (TAC). Esta enzima 
apresenta atividade fosfolipídica e lipídica e não existem trabalhos na literatura que apresentam 
a imobilização da LU em derivados acetilados da celulose. O TAC apresenta boa interação com 
substâncias hidrofóbicas, boa processabilidade na forma de filmes, membranas, micropartículas 
e na forma de pó (empregado neste trabalho), sendo um dos derivados mais importantes 
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comercialmente da celulose. Considerando a importância comercial destes sistemas, foi 
investigado o desempenho do sistema preparado na produção de biodiesel a partir do óleo de 
soja.  
O estudo de fontes de matéria-prima, catalisadores, condições de reação, e todo o 
processo de produção de biodiesel cresceram nos últimos anos, assim como o estudo da catálise 
enzimática nas reações de transesterificação, como mostram dados de publicações entre os anos 
de 2010 a Novembro de 2017 (Figura 1.1), provando quão promissor é esse biocombustível e 
quantas variáveis e métodos podem ser propostos para seu avanço. 
 
Figura 1.1 – Número de publicações entre os anos de 2010 e Novembro de 2017 encontradas 
na plataforma ScienceDirect sobre o termo “biodiesel”. 






















Fonte: A autora. 
 
O biodiesel é uma das opções de biocombustíveis que vem sendo consolidada no Brasil 
como opção de substituição do óleo diesel. O uso de biodiesel ao invés do diesel mineral elimina 
totalmente o SO2, a fuligem diminui em 60%, o monóxido de carbono e os hidrocarbonetos 
diminuem em 50%, os hidrocarbonetos poliaromáticos são reduzidos em mais de 70% e os 
gases aromáticos diminuem em 15% (BARNWAL; SHARMA, 2005).  
A produção industrial do biodiesel no Brasil teve início em 2005, com volume 
aproximado de 700 mil litros. A Lei nº 11.097, de 13 de janeiro de 2005, que determinava a 
presença de biodiesel no diesel em proporções crescentes ao longo dos anos foi decisiva para o 
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aumento da produção que chegou a 2,67 bilhões de litros em 2011, transformando o país no 2º 
maior produtor mundial de biocombustível da época (APROBIO, 2012). A proporção de 
biodiesel adicionada ao óleo diesel passou a ser de 6% a partir de Agosto de 2014 e de 7% a 
partir de Novembro de 2014, conforme a Lei nº 13.033/2014. A Lei no 13.263/2016 alterou para 
8% até março de 2017; 9%, em até março de 2018; e 10%, em até março de 2019 (BRASIL, 
2016).  
 Em 2015, a capacidade nominal para produção de biodiesel no Brasil era de cerca de 
7,4 milhões de m3 (20,4 mil m3/dia). Entretanto, a produção nacional foi de 3,9 milhões de m3, 































A celulose é considerada uma fonte praticamente inesgotável sendo produzida pelas 
plantas, certas bactérias (PICHETH et al., 2017), algas (CHEN et al., 2016) e fungos. É um 
carboidrato polimérico gerado pela repetição de unidades de glicose, sendo uma molécula 
extensa de cadeia linear com grande número de grupos hidroxila (MELO, 2007).  
A celulose pode ser extraída de plantas, como madeiras diversas, sisal, algodão. Nas 
plantas, a celulose é encontrada junto com lignina e hemiceluloses. A lignina é uma 
macromolécula derivada de grupos fenilpropanóides, repetidos de forma irregular, que tem sua 
origem na polimerização desidrogenativa dos seguintes precursores primários: álcool trans-
coniferílico, álcool trans-sinapílico e álcool trans-para-cumárico. A lignina une as fibras de 
vegetais lenhosos, agindo como um agente de endurecimento e barreira que impede a 
degradação da parede celular das plantas. A hemicelulose é constituída de uma mistura de 
açúcares ramificados e de baixo grau de polimerização. As unidades de açúcar mais comuns 
que constituem as hemiceluloses são: β-D-xilose, β-D-manose, β-D-glicose, α -L-arabinose, α-
D-galactose, ácido β-D-glucourônico, ácido β-D-galactourônico e ácido α -D-4-O-
metilglucourônico (GURGEL, 2007). 
O processo de purificação da celulose de origem vegetal envolve a remoção de lignina, 
hemiceluloses e outras impurezas em condições controladas e que varia dependendo do tipo de 
planta (UMMARTYOTIN; MANUSPIYA, 2015). O processo de purificação da celulose mais 
difundido no Brasil é o processo Kraft. Esse processo envolve o cozimento de cavacos de 
madeira em uma solução de hidróxido de sódio e sulfeto de sódio em temperaturas em torno de 
160 oC. Grande parte da lignina é removida após o processo, porém a lignina residual dá 
coloração escura à polpa sendo necessária uma etapa de branqueamento (NASCIMENTO, 
2010). 
Uma molécula de celulose é formada por unidades de anidro-glicose unidas por ligações 
covalentes entre átomos de C4 e C1, ligações β-1,4-glicosídicas. A celulose contém grupos 
hidroxila localizados nos átomos C2, C3 e C6. Esses grupos, juntamente com os átomos de 
oxigênio do anel piranose e da ligação glicosídica, formam uma rede extensa de ligações de 
hidrogênio (Figura 2.1). Essa rede é formada tanto por ligações intra como intermoleculares. 
Enquanto as interações intramoleculares são responsáveis pela integridade e rigidez da cadeira 
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linear, as intermoleculares respondem pela estrutura cristalina e o arranjo macromolecular da 
celulose (CREDOU; BERTHELOT, 2014). 
 
Figura 2.1- Representação da estrutura da celulose. As linhas pontilhadas representam 

































Fonte: A autora. 
 
A celulose apresenta regiões altamente ordenadas (regiões cristalinas) intermediadas por 
regiões menos ordenadas (regiões amorfas). As regiões amorfas são mais acessíveis ao ataque 
de reagentes, a adsorção de enzimas ou até mesmo a absorção da água. Nas regiões cristalinas 
existe um arranjo geométrico que se repete nos eixos principais da estrutura cristalina (cela 
unitária). Na celulose I (celulose nativa) são encontradas duas formas distintas: Iα e Iβ. O 
alomorfo Iα possui uma estrutura triclínica contendo somente uma cadeia por cela unitária, e a 
forma Iβ possui estrutura monoclínica, com duas cadeias de celulose por cela unitária (Figura 
2.2). O grau de cristalinidade e as proporções dos polimorfos Iα e Iβ varia para cada fonte, mas 
em geral Iβ predomina em plantas enquanto Iα domina os organismos primitivos como algas e 
bactérias. Há ainda celulose II (obtida por regeneração ou mercerização), celulose III (preparada 
com amônia líquida a -80 oC ou amina) e celulose IV (tratamento térmico de celulose II ou III 








Figura 2.2 - Estruturas propostas para a celulose I (nativa): (a) Triclínica, Iα (parâmetros de 
cela: a = 6,717 Å, b = 5,962 Å, c = 10,400 Å, α = 118.08°, β = 114.80° e Ȗ = 80.37°), e (b) 
Monoclínica, Iβ (parâmetros de cela: a = 7,784 Å, b = 8,201 Å, c = 10,380 Å, α = β = 90° e 
Ȗ = 96.5°); (c) orientação relativa das celas unitárias das estruturas Iα (linha seccionada) e Iβ 
(linha sólida). 
           (c)  
Fonte: Adaptado de Flauzino Neto (2012). 
  
A celulose pode gerar vários compostos a partir de reações esquematizadas na Figura 
2.3. Entre os principais produtos comerciais gerados a partir da celulose se destacam o nitrato 
de celulose, sulfato de celulose, xantogenato de celulose, metilcelulose,  carboximetil celulose, 





Figura 2.3 – Reações para obtenção dos principais produtos comerciais gerados a partir da 
celulose. 
 
Fonte: Adaptado de Klemm et al. (2005). 
 
 Ésteres de celulose tem duas vantagens sobre a celulose: podem ser processados no 
estado fundido (a celulose degrada antes da fusão) e são mais solúveis que a celulose (insolúvel 
em água e vários solventes devido as interações de ligações de hidrogênio). Por isso, são muito 
aplicadas na indústria, especialmente acetato de celulose (CA), propionato acetato de celulose 
(CAP) e butirato acetato de celulose (CAB) (KOSAKA, 2007). 
 
2.2 ACETATO DE CELULOSE 
 
O acetato de celulose é um dos compostos derivados da celulose de grande importância 
comercial, sendo aplicado em fibras, plásticos, filmes fotográficos, filtros para cigarros, osmose 
(SILVA, J.C., 2015), separação de gases (LAM et al., 2016), entre outros. Esse éster pode ser 
obtido por reação entre celulose, ácido acético (solvente) e anidrido acético, com ácido sulfúrico 
ou perclórico como catalisador. Essa reação pode ser do tipo homogênea ou heterogênea. A 
diferença entre os dois modos é que numa reação heterogênea o tolueno é utilizado como agente 
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não inchante e isso garante a manutenção da morfologia das fibras da celulose, fato que não é 
observado na rota homogênea (SASSI; CHANZY, 1995). O acetato de celulose pode ser obtido 
a partir de qualquer fonte celulósica, desde fontes com grande concentração de celulose como 
a algodão e celulose bacteriana (BARUD, et al., 2008), de madeiras diversas após purificação 
incluindo processo Kraft (GOMIDE; FANTUZZI NETO; REGAZZI, 2010) até resíduos 
agroindustriais, quando purificados e extraída lignina e hemiceluloses (RIBEIRO, E., 2014; 
RIBEIRO, 2012; MEIRELES, 2007; CERQUEIRA, 2007; CRUZ, 2010; FERREIRA JÚNIOR, 
2010).  
A Figura 2.4 apresenta um esquema da reação de acetilação de celulose. O acetato é 
formado a partir da substituição dos grupos hidroxila de cada unidade de glicose por grupos 
acetila. O número médio de grupos acetila por unidades glicosídicas, ou grau de substituição 
(GS), pode ser variado de 0, no caso da celulose, a 3 no caso do triacetato. Entre 2,0-2,5 
caracteriza-se o acetato como diacetato de celulose e GS acima de 2,7 caracteriza o material 
obtido como triacetato de celulose (MEIRELES, 2007).  
 























Celulose Triacetato de Celulose
Fonte: Ribeiro (2012). 
 
Segundo Zhou et al. (2016) a acetilação de celulose altera drasticamente as 
características da superfície do produto alterando o caráter fortemente hidrofílico da celulose 
com a diminuição da polaridade da celulose. À medida que o grau de substituição é aumentado, 
há um aumento consistente no caráter hidrofóbico do material obtido. 
O Grupo de Reciclagem de Polímeros do IQUFU realiza vários estudos sobre derivados 
celulósicos, como o acetato de celulose e a metilcelulose (VIEIRA et al., 2009; FERREIRA 
JÚNIOR et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; CRUZ et al., 2011; RODRIGUES FILHO et al., 
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2011; VIEIRA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015). Recentemente, 
membranas de triacetato de celulose obtido a partir do bagaço da cana de açúcar foram 
utilizadas como material muco adesivo para liberação controlada de fármacos. Uma membrana 
simétrica com 6,5% TAC foi selecionada para o revestimento de partículas de goma gelana que 
incorporavam cetoprofeno. A membrana apresentou baixos valores para a digestão enzimática, 
permeabilidade ao vapor de água, dissolução e inchaço, força mucoadesiva, e liberação 
controlada, mostrando seu potencial para proteger produtos farmacêuticos (RIBEIRO et al., 
2016).  
Polímeros, incluindo acetato de celulose vem sendo utilizado como suporte para 
imobilização de enzimas há anos (ANSARI et al., 2014; GUO; WANG; SONG, 2004; HUANG 
et al., 2017; KUROKAWA et al., 1994; LAHMAR et al., 2017; RAUF et al., 2006; SARBU et 
al., 2006; YILDIZ; AKYILMAZ; DINÇKAYA, 2004). A celulose e seus derivados são boas 
matrizes para imobilização enzimática devido à sua boa interação com enzimas, 
biodegradabilidade, bioatividade e baixo risco de contaminação para o meio ambiente (LIU; 
CHEN, 2016). 
 
2.3 IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 
 
Catalisadores, inclusive enzimas, diminuem a energia de ativação da reação e aumentam 
a velocidade de reação sem se consumirem substancialmente durante o processo e por definição, 
devem ser recicláveis. Catalisadores podem ser homogêneos quando estão na mesma fase dos 
reagentes ou heterogêneos, quando estão em fases diferentes. Se um catalisador é dissolvido no 
meio reacional, é impossível retê-lo, muito menos reutilizá-lo. A imobilização de um 
catalisador pode ser uma via direta para permitir a reciclagem do mesmo (HANEFELD; 
GARDOSSI; MAGNER, 2009). Zhang et al. (2011) destacaram as diferenças entre enzimas 
imobilizadas e enzimas livres, conforme Tabela 2.1. 
Fatores como custo e estabilidade limitam o uso dos processos enzimáticos. A 
imobilização de enzimas é uma técnica que permite o reuso do biocatalisador, a separação do 
meio reacional mais eficiente, reduz problemas em emissão de efluentes, é muitas vezes capaz 






Tabela 2.1 – Comparação entre enzima livre e imobilizada.  
Características Enzima livre Enzima Imobilizada 
Preço Alto Baixo 
Eficiência Baixa Alta 
Atividade Instável Estável 
Reuso e reaproveitamento Impossível Possível 
Tolerância a temperatura, pH, solvente, outros. Baixa Alta 
Separação do substrato Difícil Fácil 
Separação do produto Difícil Fácil 
Fonte: Zhang et al. (2011). 
 
Rodrigues et al. (2013) afirmam em seu trabalho que a imobilização de enzimas melhora 
sua atividade por vários motivos. Primeiramente, a imobilização evita que haja queda de 
atividade por agregação das moléculas enzimáticas, o que acontece no caso da enzima livre, 
que sofre severamente problemas de difusão. Outro favor é a inibição enzimática por substrato 
ou por algum produto de reação, minimizada para enzimas imobilizadas. A estabilidade em um 
pH diferente da condição ótima também é citada como uma consequência da imobilização. A 
provável “rigidez” que esse processo traz à enzima minimizando mudanças de conformação é 
um fator que colabora para a manutenção de sua atividade enzimática ao longo das reações, 
inclusive podendo ser utilizada em condições mais drásticas. A imobilização de enzimas 
também pode aumentar a seletividade das proteínas. O uso de diferentes protocolos de 
imobilização possibilita configurações diferentes de rigidez e distorção da enzima e 
propriedades físicas diferentes (PALOMO et al., 2005b; VELASCO-LOZANO et al., 2016 ; 
YOUSEFI; MOHAMMADI; HABIBI, 2014). Além disso, a imobilização de enzimas pode 
minimizar os efeitos de inibição, distorção ou bloqueio do centro ativo das enzimas e redução 
da inibição causada por algum substrato, componente do meio ou produto da reação (MATEO 
et al., 2007).  
A imobilização de enzimas pode acontecer de várias formas: adsorção física, 
encapsulamento, ligação iônica, ligação covalente, ligação cruzada, dentre outras (Figura 2.5) 
(DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004), ou ainda por combinação de técnicas. 
Recentemente, imobilizou-se lipase em diatomita por adsorção e por entrelaçamento em 
alginato, combinando mais de um tipo de imobilização (ZHAO et al., 2017). Outros trabalhos 
recentes aplicam a combinação da adsorção física, que favorece um mecanismo peculiar das 





RAJARAM, 2012). Dentro dos suportes orgânicos, destacam-se os polissacarídeos naturais, 
como resíduos agroindustriais (ITTRAT et al., 2014), celulose (HUANG et al., 2011), acetato 
de celulose, acetato de proprionato, acetato de butirato (JESIONOWSKI; ZDARTA; 
KRAJEWSKA, 2014).  Geralmente, usa-se suportes hidrofóbicos para imobilizar lipases por 
adsorção física, pois se assemelham aos substratos, com baixa força iônica, permitindo a lipase 
se imobilizar facilmente sobre estes suportes (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998). 
Vários suportes comerciais são estudados ao longo dos anos para imobilização de 
lipases para diversas aplicações, incluindo produção de biodiesel. Novozyme® 435 consiste de 
uma resina acrílica com lipase de Candida antartica amplamente aplicada em estudos para 
produção de biodiesel partindo de óleo residual (HAIGH et al., 2014), óleos vegetais como de 
girassol, soja e oliva (HERNÁNDEZ-MARTÍN; OTERO, 2008), microalgas (LÓPEZ et al., 
2015). Esse suporte também vem sendo utilizado em estudos de produção de biodiesel 
utilizando etanol (CERVERÓ; ÁLVAREZ; LUQUE, 2014; VERDASCO-MARTÍN et al., 
2016). Lipozyme® RM IM também é uma enzima comercial muito utilizada pelos 
pesquisadores para produção de biodiesel partindo de óleo de Palma (MANURUNG et al,. 
2015) de Jatropha (UNGCHAROENWIWAT; CANYUK; H-KITTIKUN, 2016). Várias outras 
opções são encontradas como a Novozym® 40086, que é estereoseletiva em reações de 
hidrólise de ésteres e transesterificação; lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada em 
Immobead 150; lipase de Pseudomonas cepacia imobilizada em Immobead 150; lipase de 
Pseudomonas fluorescens immobilizada em Sol-Gel-AK; Amano Lipase PS-C II (imobilizada 
em cerâmica). Esse tipo de suporte tem preços variáveis, custando os mais baratos a partir de 
R$500,00/g (NOVOZYMES, 2017; SIGMA-ALDRICH, 2017). 
 Em contrapartida ao uso de suportes comerciais, o desenvolvimento ou modificação de 
suportes para imobilização de enzimas é uma opção que pode minimizar custos, ou mesmo 
otimizar condições de reação dependentes da atividade enzimática. 
Basso, Hesseler e Serban (2016) desenvolveram recentemente resinas metacrílicas 
funcionalizadas de octadecil (OD) para imobilização de lipases.  O efeito da densidade do grupo 
OD sobre o desempenho da enzima é muito forte: um aumento de cinco vezes na densidade do 
grupo funcional dá um aumento na atividade enzimática de 65%. Isto confirma o fato de que 
um aumento gradual das propriedades hidrofóbicas das resinas permite uma melhor ativação da 
lipase durante o processo de imobilização, aumentando a probabilidade de colisão entre o 
substrato e a enzima. 
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Kim e colaboradores (2015) utilizaram nanocristais de celulose de línter de algodão e 
celulose bacteriana como suportes para imobilizar lipase de Candida rugosa.  A lipase 
imobilizada em celulose de linter de algodão mostrou estabilidade térmica significativamente 
melhor e tempo de meia-vida durante a incubação a 60 °C 27 vezes superior ao da lipase livre. 
A lipase imobilizada também mostrou uma estabilidade de pH maior em pHs alcalinos.  
A enzima lipase de Candida rugosa foi imobilizada com êxito em fibras de 100-500 nm 
de álcool polivinílico por Wang e Hsieh (2008). As fibras bicomponentes carregadas de lipase 
exibiram uma atividade muito superior à enzima bruta após exposições a temperaturas e 
humidade elevadas.  
Badgujar e Bhanage (2014) imobilizaram lipase de Pseudomonas cepacia em um 
mistura de ácido polilático, quitosana e álcool polivinílico. O ensaio de atividade de lipase 
mostrou atividade aumentada de lipase imobilizada em relação à lipase bruta. Estudou-se 
estabilidade em solvente e foi encontrado maior tempo de meia-vida e menor constante de taxa 
de desativação para o n-hexano. O estudo cinético mostrou que a energia de ativação (Ea) para 
a lipase imobilizada (13,76 kCal / mol) foi menor do que para a lipase bruta (19,9 kCal / mol), 
indicando uma melhor eficiência catalítica da lipase imobilizada. O biocatalisador imobilizado 
foi reciclado cinco vezes. 
Kosaka (2007) estudou a imobilização de lipase em filmes de ésteres de celulose. Foram 
preparadas blendas de polietileno maleado, butirato acetato de celulose, acetato de celulose e 
propionato acetato de celulose.  Observou-se que a adsorção de enzimas em filmes de acetato 
de celulose e propionato acetato de celulose com recozimento foi maior que nos mesmos filmes 
sem recozimento. Além disso, o autor concluiu que a atividade enzimática da lipase imobilizada 
em suportes hidrofóbicos apresentou atividade maior que a enzima na forma livre e manteve 
altos valores por três usos. A lipase imobilizada sobre filmes mais hidrofóbicos manteve 70% 
da sua atividade e a imobilizada sobre filmes hidrofílicos manteve apenas 30% da atividade, 
indicando que a preservação da estrutura conformacional da enzima foi favorecida pela 
hidrofobicidade do suporte e interações entre os resíduos polares da lipase e as partes de 




As Lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C 3.1.1.3) podem participar de várias reações 
industrialmente importantes como esterificação e transesterificação (alcoólise e acidólise) 
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(Figura 2.6). Por isso são usadas como catalisadores em processos de produção de alimentos, 
detergentes, indústria farmaceutica, de papel, cosméticos e síntese de produtos químicos em 
geral (GULDHE et al., 2015). Em geral, as lipases tem alta atividade catalítica em solventes 
orgânicos, estereoseletividade e possibilidade de utilização em larga escala de temperatura (20 
a 70 oC),  por isso são muito utilizadas em meios não-aquosos ou aquo-restritos  (PILISSÃO; 
NASCIMENTO, 2006). Como qualquer tipo de enzima, as lipases têm suas condições ótimas 
de trabalho: temperatura ótima, pH ótimo, tempo de reação. A temperatura ideal de trabalho 
para lipases geralmente varia entre 30 e 55 oC. O pH é outra variável importante pois pode 
afetar as taxas de reações catalisadas por lipases, devendo ser estudado para cada tipo de 
enzima. 
 
Figura 2.6 – Diferentes reações catalisadas por lipase onde R’, R1, R2 e R3 são diferentes 
grupos alquil; TAG: triacilglicerídeos, DAG: diacilglicerídeos, MAG: monoacilglicerídeos. 
 
Fonte: Adaptado de Castro et al. (2004). 
 
As lipases são conhecidas como hidrolases que catalisam a hidrólise de triglicerídeos a 
glicerol e ácidos graxos livres em interface água óleo. Um fato interessante sobre esta enzima 
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é que, enquanto os seus substratos são lípidios hidrofóbicos, ela é solúvel em água. Por isso, 
pressupõe-se que na sua maioria ela é hidrofílica e que o sítio catalítico está escondido dentro 
da estrutura desta proteína monomérica, sendo exposto na interface lípidio-água. Esse recurso 
é chamado de ativação interfacial. Este mecanismo, esquematizado na Figura 2.7, sugere a 
presença de uma tampa que, quando fechada cobre o sítio catalítico (tríade de serina, histidina 
aspartato) que faz a enzima inativa, mas na presença da interface, sofre uma mudança 
conformacional e se abre para revelar o local ativo (EGGERT et al., 2002). Aplicando um 
suporte hidrofóbico como suporte para lipases, que se assemelham à superfície das gotas de 
substratos, em meio de baixa força iônica, as enzimas tornam-se seletivamente imobilizadas 
nesses suportes. Outras proteínas solúveis em água não são adsorvidas no suporte sob estas 
condições. As enzimas imobilizadas geralmente exibem uma atividade enzimática 
significativamente aumentada pela ativação interfacial (hiperativação) (MILED et al., 2001; 
PALOMO et al., 2002). 
 
Figura 2.7 – Representação do mecanismo de ativação interfacial das lipases. 
 
Fonte: Hanefeld; Gardossi; Magner (2009). 
 
Por causa dessa estrutura, as lipases são capazes de catalisar reações tanto em meio 
aquoso como em meio orgânico, com teor de água restrito. O fato de poderem ser utilizadas 
para vários substratos, com estabilidade em diferentes condições de temperatura, pH, por 
resistirem a presença de solventes orgânicos, e a sua quimio-regio e enantioseletividade, fazem 
dessa enzima muito utilizada em várias aplicações (RIGO, 2009).  
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Lipases podem ser produzidas por uma grande quantidade de microrganismos, incluindo 
bactérias, fungos, leveduras e plantas (MOUNGUENGUI et al., 2013). Muitos autores 
reportam os procedimentos de isolamento, purificação de lipases e a influência da composição 
do meio de cultura na produção da enzima. Segundo Guldhe et al. (2015), as lipases não 
específicas de Candida antartica, Candida cylindracea, Candida rugosa, Pseudomonas 
cepacia e Pseudomonas fluoresces e as 1,3-específicas de Rhizopus oryzae, Thermomyces 
lanuginosus, Aspergillus niger, Rhizopus delemar e Rhizomucor miehei são as mais comumente 
utilizadas para produção de biodiesel. A Tabela 2.2 apresenta alguns trabalhos recentes 
relatando produção de biodiesel com catálise enzimática e seus substratos, rendimentos e 
origem das lipases.  
As lipases podem ser divididas em três tipos com relação à especificidade: sn-1,3-
específicas (hidrolisam as ligações ésteres nas posições R1 ou R3 nos triglicerídeos); sn-2-
específicas (hidrolisam as ligações ésteres nas posições R2 dos triglicerídeos) e as não 
específicas (não distinguem posições das ligações ésteres) (ANTCZAK et al., 2009). 
Apesar da regioespecificidade ser algo que coloca em dúvida o uso de lipases específicas 
para produção de biodiesel, algumas enzimas sn-1,3-específicas catalisaram reações de 
transesterificação com rendimentos maiores que o teórico (66%), sugerindo que acontece 
migração do resíduo acil da posição sn-2 para posições terminais no glicerol (DU et al., 2005; 













Tabela 2.2 – Diferentes origens de lipases e substratos utilizados para produção de biodiesel. 
Origem da Lipase Substrato Rendimento Referência 
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Alcaligenes sp Óleo de canola 80% SOLER; ILLANES; 
WILSON, 2016 
Burkholderia 
Cepacia Óleo de babaçu 100% RÓS et al., 2014 
Callera Trans L Óleo de soja cru >95% CESARINI et al., 2014 




antarctica lipase B) 
Resíduos de óleo de 
fritura 
>80% AZÓCAR et al., 2014 





Óleo de rúcula 98,3% 
e 56,4% 




Óleo da semente de 
Millettia pinnata 
93,5% HUANG et al., 2014 
Pseudomonas 
cepacia 
Óleo residual 47% LOPRESTO et al., 2015 
Rhizopus 
Oryzae 
Óleo de seringueira 33% VIPIN et al., 2016 
Fonte: A autora. 
 
Du et al. (2005) estudaram os fatores que influenciavam a migração do resíduo acil dos 
triglicerídeos quando utilizada a enzima Lipozyme TL. Durante a transesterificação catalisada 
por Lipozyme TL imobilizada, concluíram que a migração de grupo acil ocorreu e mais de 90% 
de rendimento de biodiesel foi alcançado com 10% de lipase imobilizada para a metanólise. O 
suporte utilizado, gel de sílica, foi o principal fator que acelerou a migração de grupo acil e 
mais de 90% de biodiesel foi obtido quando 6% de gel de sílica e 4% de lipase imobilizada 
foram utilizados. 
A combinação de lipases, para combinar propriedades específicas de cada tipo, tem sido 
proposta por alguns pesquisadores. A hidrólise do óleo de soja foi avaliada utilizando como 
biocatalisadores Novozym 435 (CALB), Lipozyme IM-TL (TLL), e Lipozyme IM-RM (RML). 
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Os resultados mostraram que, embora individualmente TLL foi a enzima mais ativa, e que 
CALB foi a menos ativa, a combinação de 80% de RML e 20% de CALB foi o melhor 
biocatalisador. Os parâmetros da reação foram otimizados, permitindo a obtenção de mais do 
que 80% de hidrólise em 24 h, usando a combinação, contra menos de 50% com qualquer lipase 
utilizada individualmente. Observou-se também a possibilidade de reutilizar a combinação de 
lipases, pelo menos, 15 ciclos sem qualquer diminuição significativa (ALVES, et al., 2014).  
Poppe et al. (2015) avaliaram a transesterificação enzimática de óleos de azeite e palma 
utilizando também Novozym 435 (CALB), Lipozyme TL-IM (TLL) e Lipozyme RM-IM 
(RML). Para o óleo de oliva, a combinação de 29,0% de TLL, 12,5% de RML, e 58,5% de 
CALB permitiu uma eficiência de conversão de 95% em 18 h de reação, superior aos 50% para 
obtidos para CALB, melhor resultado de enzima na forma individual. Para o óleo de palma, a 
melhor combinação de enzima foi de 52,5% de TLL e 47,5% de RML, resultando em 80% de 
conversão de ésteres de etila em 18 horas, em comparação com apenas 44% quando foi usada 
TLL independente. As misturas de enzimas puderam ser utilizadas para, pelo menos, sete ciclos 
mantendo mais que 80% da atividade inicial. 
 
2.3.1.1 Lecitase ultra® 
 
Lecitase Ultra® é uma fosfolipase artificial desenvolvida principalmente para processos 
de degomagem (LIU et al., 2012; LI et al., 2016). Esta enzima é obtida a partir da fusão dos 
genes da lipase de Thermomyces lanuginosus (para se obter uma boa estabilidade) e da 
fosfolipase Fusarium oxysporum (para obter a atividade de fosfolipase). Em alguns aspectos, 
comporta-se como uma lipase padrão, com a capacidade de se tornar adsorvidos em superfícies 
hidrofóbicas em baixa força iônica, e apresentar uma ampla especificidade (SANTOS et al., 
2014). Esta enzima é conhecida por possuir regioespecificidade Sn-1,3 em relação aos 
triacilgliceróis (WANG et al., 2010). 
 Yang e colaboradores (2006) observaram pH ótimo entre 5 e 6 e temperatura ótima em 
torno de 40 °C para atividade de Lecitase Ultra®. No processo de degomagem, a sua ação em 
hidrolisar fosfolipídios predominou e não houve hidrólise de triglicerídeos no processo 
realizado em óleo de colza a 50 °C. 
Wang et al. (2010) estudaram a hidrólise parcial do óleo de soja catalisada pela Lecitase 
Ultra® em sistema livre de solvente. A enzima apresentou boa estabilidade em pHs entre 4,7 e 
7,4 e temperaturas inferiores a 60 oC. As condições ótimas de pH e temperatura para a hidrólise 
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enzimática parcial do óleo de soja foram de 6,8 e 40 oC, respectivamente. Os experimentos 
foram conduzidos a partir da mistura de 50 g de óleo e 0,1 mL de enzima em 20 g de água por 
8 h a uma agitação de 150 rpm.  
Liu et al. (2012) imobilizaram LU para produção de diacilgliceróis a partir do óleo de 
soja. A enzima foi imobilizada por adsorção em resina macroporosa apresentando atividade 
enzimática de 1682 U/g. Os autores obtiveram 53,7% de diacilgliceróis (% massa) em sistema 
isento de solvente, por 12h, sob condições ótimas. A reutilização da enzima imobilizada foi 
possível por 28 ciclos consecutivos. Além disso, observou-se especificidade Sn-1,3 para as 
reações. 
Gonçalves et al. (2013) estudaram a imobilização da LU em Amberlite XAD2 e XAD4, 
por adsorção física sob irradiação ultrassom, para produção de monoacilgliceróis. Os resultados 
indicaram que a enzima imobilizada é capaz de converter entre 50 e 60% de resíduo alimentar 
de óleo de palma em monoacilgliceróis. Os autores concluíram que para os suportes utilizados 
a imobilização em meio orgânico estabiliza a enzima. 
Lecitase ultra® tem sido também utilizada em reações enantioseletivas (MISHRA et al., 
2009; MISHRA et al., 2011) e na produção de biodiesel (HIRATA et al., 2016; TACIAS-
PASCACIO et al. 2017). Também são encontrados na literatura estudos sobre a imobilização 
desta enzima, e a busca de melhoria da estabilidade e atividade dessa fosfolipase 
(FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007; SANTOS et al., 2014). 
Hirata et al., 2016 imobilizaram LU em octil agarose e em octil glioxil agarose a 
aplicaram o biocatalisador em reações de transesterificação de tributirina. Para ambos os 
suportes foram obtidos aproximadamente 55 mM  de ésteres metílicos e 31 mM de ésteres 
etílicos. Isopropanol não foi reconhecido como nucleófilo pelos biocatalisadores avaliados 
neste trabalho. 
Tacias-Pascacio et al. (2017) avaliaram a produção de biodiesel a partir de óleo de 
cozinha residual com LU imobilizada em vários suportes: estireno macroporoso, estireno 
metacrilato, octadecil metacilato, DVB metacrilato e octadecil metacrilato, na ausência de 
solvente, e com n-hexano e tert-butanol. As maiores porcentagens de ésteres foram obtidas para 
sistemas com tert-butanol, chegando a 61% quando LU foi imobilizada em octadecil metacilato. 
Adicionando n-hexano como solvente do meio reacional, as maiores porcentagens de ésteres 




Nenhuma referência foi encontrada na literatura para imobilização de LU em suportes 




De acordo com a definição constante na resolução ANP no 7 de 19/03/2008, o biodiesel 
é um combustível derivado de óleos vegetais ou de gorduras animais. O biodiesel pode ser 
produzido tanto por reação de transesterificação ou por esterificação. Em ambas as reações, há 
a participação de um álcool de cadeia curta para a obtenção dos ésteres podendo ser empregado 
o metanol (rota metílica) e o etanol (rota etílica).  
 O processo de transesterificação de óleos vegetais ou animais para a produção de 
biodiesel é um método muito popular. Como o biodiesel obtido por transesterificação tem 
características análogas às do óleo fóssil, pode ser utilizado como combustível sem prejuízo aos 
motores a diesel (MEHER; VIDYASAGAR; NAIK, 2006).  
Na transesterificação de óleos vegetais, um triacilglicerídeo reage com um álcool na 
presença de catalisador, produzindo uma mistura de ésteres de ácidos graxos e glicerol, 
conforme esquematizado na Figura 2.8. Para uma transesterificação estequiometricamente 
completa, uma proporção molar 3:1 de álcool por triacilglicerídeo é necessária. Entretanto, 
devido ao caráter reversível da reação, o álcool geralmente é adicionado em excesso 
contribuindo, assim, para aumentar o rendimento do éster, bem como permitir a sua separação 









































Fonte: A autora. 
 
Existem várias matérias-primas potenciais para produção de biodiesel. O óleo de soja é 
a principal matéria-prima para a produção de biodiesel no Brasil, equivalente a 77,7% do total. 
A segunda matéria-prima é a gordura animal (18,8% do total) seguida pelo óleo de algodão (2% 
do total) e outros materiais graxos com 1,5% de participação (ANP, 2016). 
A Tabela 2.3 descreve algumas fontes utilizadas para a produção de biodiesel. Os óleos 
não comestíveis são matérias-primas vistas como o futuro das fontes de produção de biodiesel, 
pois podem ser obtidos a partir de plantas cultivadas em terrenos baldios, em áreas remotas e 
florestas. Além disso, podem ser cultivadas em limites dos campos agrícolas, canais de irrigação 
entre outros pequenos espaços (VERMA; SHARMA, 2016).  Apesar dos óleos não comestíveis 
serem promissores, especialmente em regiões que tem escassez na produção de alimentos, 
vários autores utilizam em suas pesquisas óleo de soja para produção de biodiesel (VEIGA; 
VELOSO; HENRIQUES, 2016; SANTÓRIO; VELOSO; HENRIQUES, 2016; BASHIRI; 
POURBEIRAM, 2016; PALACIOS-NEREO et al., 2016; MO et al., 2016; PRETTO; 








Tabela 2.3 – Matérias-primas para produção e biodiesel. 
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Óleos comestíveis Óleos não-comestíveis Outras fontes 
Óleo de algodão Óleo de Jatropha Microalgas 
Óleo de coco Óleo de Karanja  Alga Spirulina platensis 
Óleo de girassol Óleo de Mahua Óleo de cozinha usado 
Óleo de canola Óleo de Neem Gorduras animais 
Óleo de soja Óleo de eucalipto Sebo bovino 
Óleo de mamona Linhaça Gordura de aves 
Óleo mostarda  Óleo de peixe 
Óleo de amendoim  Gordura de frango 
Óleo de palma  Microalgas Chlorella protothecoides 
Óleo de colza   
Fonte: Verma; Sharma (2016). 
 
Gorduras animais e vegetais são constituídas de ésteres de ácidos graxos. Os principais 
componentes do óleo de soja são ésteres derivados de ácido palmítico (7-14%), ácido esteárico 
(1,4-5,5%), ácido oleico (19-30%), ácido linoleico (44-62%) e ácido linolênico (4-11%), que 
tem suas estruturas representadas na Figura 2.9 (AARTHY et al., 2014). 
 
Figura 2.9 – Cadeiras de ácidos graxos predominantes no óleo de soja. 
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gera água, o que favorece também a saponificação dos triglicerídeos gerando dificuldades de 
purificação e perda de rendimento (SUAREZ et al., 2007).  
 
Figura 2.11 – Mecanismo para tranesterificação alcalina de trigilcerídeos. 
OH- + R3 OH R3O- + H2O
OR2R1
O


















Fonte: Kucek (2004). 
 
 O mecanismo de catálise ácida para reações de transesterificação é apresentado na 
Figura 2.12. Primeiramente acontece a ativação da carbonila, que é atacada pelo grupo 
nucleofílico do álcool. Após a adição do nucleófílo ocorre um prototropismo intermolecular, 
eliminação do diglicerídeo (grupo abandonador). Por fim acontece a desprotonação da 
carbonila do éster formado (diglicerídeo). Diglicerídeo e monoglicerídeo são convertidos pelo 
mesmo mecanismo na mistura de ésteres monoalquílicos e glicerol. A presença de água 
favorece a hidrólise dos triglicerídeos, ou do éster formado que, leva à formação de ácidos 






























































































Fonte: Garcia (2006). 
 
A catálise heterogênea é eficiente pelo fato do catalisador ser um sólido, podendo ser 
reciclado, o que facilita o processo e reduz custos. Porém, em geral, são necessários maiores 
estudos para definição de tempo e temperatura apropriados das reações (COLOMBO; ENDER; 
BARROS, 2017). Catalisadores heterogêneos com potencial para produção de biodiesel podem 
ser classificados como: zeólitas, óxidos e sais inorgânicos, compostos de coordenação e 
líquidos iônicos, resinas trocadoras de íons, ácidos e bases orgânicos e materiais lamelares, 
sendo que este último inclui os hidroxissais lamelares (HSLs), os carboxilatos lamelares, os 
hidróxidos duplos lamelares (HDLs) e os óxidos estruturados (LDOs) oriundos da calcinação 
controlada de HDLs (CORDEIRO et al., 2011). 
Catalisadores heterogêneos ácidos são insensíveis ao conteúdo de FFA, promovem a 
esterificação e a transesterificação simultaneamente, permitem eliminar o passo de lavagem do 
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biodiesel, são facilmente separados do meio de reação, resultando em menor nível de 
contaminação do produto, são de fácil regeneração e reciclagem do catalisador e reduzem o 
problema de corrosão, mesmo com a presença de espécies ácida (CHOUMAN e SHARMA, 
2011). Porém os rendimentos de ésteres produzidos são geralmente menores quando 
comparados aos rendimentos de reações com catálise homogênea. Este fato deve-se a vários 
motivos e justifica a busca por catalisadores com melhor estabilidade, seletividade, atividade e 
que sejam também economicamente viáveis e sustentáveis (ULLAH et al., 2016). Catalisadores 
heterogêneos ácidos têm outras desvantagens como a atividade muito influenciável pela 
temperatura durante as reações, sendo normalmente mais ativos a temperaturas superiores a 170 
° C (SERIO et al., 2008), tem baixas taxas de reação, problemas de difusão de massa, são muito 
sensíveis a impurezas, e podem formar produtos secundários como éteres (MANSIR et al., 
2017). Os catalisadores heterogêneos ácidos incluem zeólitas e materiais derivados, óxidos 
mistos (sílica-alumina, poliestireno sulfonado, resinas de troca iônica) e heteropoliácidos. Esses 
catalisadores são geralmente classificados de acordo com sua acidez e morfologia (tamanho do 
poro e área superficial) (MANSIR et al., 2017).  
Os catalisadores heterogêneos básicos têm altas atividades catalíticas em processos de 
transesterificação. Esses catalisadores têm a intenção de superar as restrições do uso dos 
catalisadores básicos homogêneos, especialmente a saponificação. Porém, mesmo utilizando os 
catalisadores sólidos, a matéria-prima de alta concentração de ácidos graxos livres leva à 
saponificação. Outra característica desvantajosa dos catalisadores heterogêneos básicos é a sua 
alta afinidade com a água e a umidade durante o armazenamento (MARDHIAH et al., 2017). 
Alguns dos catalisadores heterogêneos básicos comummente utilizados são: K / Ȗ-
Al2O3, hidrotalcita HTiO2, óxidos mistos de Ca e Zn, os catalisadores CaO e MgO apoiados 
com Al2O3, óxidos de metais alcalino-terrosos, KF / Ca-Al, zeólitas básicas, alumina carregada 
de metal alcalino (CHOUMAN e SHARMA, 2011).  
 
2.4.1 Catálise enzimática de reações de transesterificação 
 
A transesterificação enzimática tem chamado a atenção dos pesquisadores nos últimos 
anos devido ao problema de processamento do biodiesel gerado pela transesterificação química 
e pelo fato de a catálise enzimática prosseguir sem a geração de subprodutos, ser de fácil 
recuperação do produto, exigir condições brandas de reação, ser insensível ao óleo de alto teor 
de ácidos graxos e pela possibilidade de se reutilizar o catalisador. A Tabela 2.4 apresenta uma 
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comparação entre a transesterificação com catálise química e catálise enzimática. Apesar de 
todas as vantagens da catálise enzimática nos processos de tranesterificação, ainda existem 
restrições, especialmente quando implementadas em escala industrial, como alto custo da 
enzima, a taxa de reação lenta e desativação da enzima (LAM; LEE; MOHAMED, 2010). 
Quando comparada com a catálise química convencional, a transesterificação via 
catálise enzimática é muito promissora. As lipases são capazes de trabalhar em um ambiente 
mais suave que o meio reacional químico, o que sugere menor consumo de energia. Além disso, 
lipases tem a capacidade de transferir ambos os triacilgliceróis e ácidos graxos livres em 
biodiesel, o que significa que podem catalisar a reações de óleos variados, incluindo óleos 
usados. Ademais, o biodiesel pode ser facilmente separado a partir da mistura reacional através 

























Tabela 2.4 – Comparação dos métodos enzimático e químico para produção de biodiesel. 
Parâmetro Método Químico Método Enzimático 
Processo ácido Processo básico 
Rendimento 
Biodiesel 
>90% >96% >96% 
Ácidos graxos 




Forma sabão Converte em 
biodiesel 
Presença de água 
no substrato 
Efeito negativo Efeito negativo Necessária 
Purificação dos 
metil ésteres 




grau de glicerol 
Complexa, baixo 
grau de glicerol 
Fácil, alto grau de 
glicerol 
Taxa de reação Lenta Alta Lenta 
Temperatura de 
reação 









Não há reuso Parcialmente 





Baixo Baixo Alto 
Gasto de água Alto Alto Baixo 
Fonte: Gog et al., (2012); Robles-Medina et al., (2009). 
 
2.4.1.1 Fatores que influenciam as reações de transesterificação enzimática 
 
Durante o processo de transesterificação via catálise enzimática muitos fatores afetam 
o rendimento de biodiesel, tais como a razão molar de álcool/óleo, presença de água, presença 
de aditivos, presença de solvente orgânico, temperatura, o tipo de álcool, tipo de lipase, entre 
outros (GULDHE et al., 2015).  
Segundo Antczak et al. (2009) os fatores cruciais para a produtividade em uma síntese 
de biodiesel por catálise enzimática podem ser divididos em parâmetros básicos e secundários, 
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conforme esquema apresentado na Figura 2.13. Primeiramente deve ser feita a escolha da 
matéria prima e da lipase, que pode ser modificada para melhorar a eficiência catalítica e 
estabilidade. A seguir seleciona-se o solvente, otimiza-se a razão molar entre os substratos, 
temperatura, atividade de água, pH de trabalho e a concentração máxima de produtos permitida 
pela reação (parâmetros secundários).  
 
Figura 2.13 – Parâmetros cruciais que afetam o rendimento da síntese de biodiesel com 
catálise enzimática. 
 
Fonte: Adaptado de Antczak et al. (2009). 
 
2.4.1.2 Escolha do álcool e razão molar óleo/álcool nas reações de transesterificação  
 
Vários tipos de álcoois podem ser utilizados nas reações de transesterificação catalisadas 
por lipases. Metanol e etanol são os mais empregados pela indústria de biodiesel, mas os dois 
tem alto poder de desnaturação das enzimas quando comparados a álcoois com cadeias longas, 
sendo inversamente proporcional o grau de inativação das lipases e o número de átomos de 
carbono do álcool (NELSON; FOGLIA; MARMER, 1996; CHEN; WU, 2003). Para resolver 
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o problema da inibição enzimática pela presença dos álcoois, várias alternativas vem sendo 
estudadas como a adição por etapas do álcool, uso de outros aceptores acil (MARX, 2016; XU 
et al., 2003), uso de solventes no meio reacional e de lipases tolerantes aos álcoois (GULDHE, 
2015). 
Em relação às características como combustíveis, o biodiesel a partir de metanol e etanol 
demonstra ligeiras variações. Os combustíveis de biodiesel a partir de metanol apresentam 
pontos de fluidez e de névoa ligeiramente superiores e viscosidades ligeiramente inferiores às 
obtidas a partir do etanol. No entanto, o uso de metanol suscita preocupações ambientais, uma 
vez que as fontes não renováveis de combustíveis fósseis, como o gás natural, são atualmente 
as principais fontes de metanol (MUSA, 2016). 
Altamirano et al. (2016) avaliaram o potencial do biodiesel de ésteres etílicos (FAEE) 
como substituto do biodiesel de ésteres metílicos (FAME) nas condições brasileiras, 
monitorando a renovação e o desempenho ambiental através da avaliação do ciclo de vida, 
incluindo misturas com diesel fóssil. Apesar de o etanol ser um agente de transesterificação 
renovável, ao contrário do metanol, a análise favorece a via metabólica metílica, com base nas 
métricas e indicadores calculados. Com relação à energia, a produção de FAEE requer 
aproximadamente 24% mais energia do que FAME.  
As proporções molares de álcool para óleo desempenham um papel importante na 
transesterificação catalisada enzimaticamente. Estequiometricamente, a razão para a reação de 
transesterificação requer três mols de álcool para um mol de triglicerídeo para produzir três 
mols de éster de ácido graxo e um mol de glicerol (Figura 2.8). Um excesso de álcool é usado 
na produção de biodiesel para garantir que os óleos ou gorduras serão completamente 
convertidos em ésteres e uma maior proporção de triglicerídeos de álcool pode resultar em uma 
maior conversão de éster em um tempo mais curto. O rendimento de biodiesel é aumentado 
quando a razão de triglicéridos de álcool é aumentada para além de 3 e atinge um máximo. 
Além disso, a razão molar está associada ao tipo de catalisador utilizado e a proporção molar 
de álcool para triglicéridos na maioria das investigações é de 6: 1, com o uso de um catalisador 
alcalino. Quando a porcentagem de ácidos graxos livres nos óleos ou gorduras é alta, como no 
caso do óleo de cozinha usado, é necessária uma proporção molar de 15: 1 quando se utiliza a 
transesterificação catalisada por ácido (LEUNG; WU; LEUNG, 2010). 
Nasaruddin, Alam e Jami (2014) estudaram a produção de biodiesel a partir de óleo de 
palma de baixo custo utilizando lipases de Candida cylindracea e etanol como grupo aceptor. 
Segundo os autores, as reações de transesterificação e esterificação são favoráveis quando a 
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concentração de álcool é superior à água. No entanto, quando o teor de água é maior, devido ao 
subproduto de água crescente da reação de esterificação, hidrólise e reação de esterificação 
reversível, a produção de biodiesel tornou-se baixa e o teor de ácidos graxos aumentou na 
mistura reacional. Os efeitos da relação molar de etanol/óleo foram avaliados e verificou-se que 
o rendimento máximo (43,8% m /m de óleo) foi atingido numa proporção molar de etanol: óleo 
de 4: 1. Contudo, o excesso de etanol a partir da exigência de estequiometria pode causar a 
alteração conformacional da estrutura da proteína lipase, inibindo assim a sua atividade e 
reduzindo o rendimento de biodiesel. Esse efeito foi relacionado ao fato da queda do rendimento 
da reação quando a razão molar de etanol/óleo foi aumentada para 6:1. 
 
2.4.1.3 Presença de água nas reações de transesterificação com catálise enzimática 
 
A presença de água é fundamental para manter a conformação da lipase e também 
aumenta a área interfacial entre água e fase orgânica onde a lipase atua. Os rendimentos de 
transesterificação dependem da área interfacial que pode ser formada pela adição de certas 
quantidades de água ao meio reacional. Porém um excesso de água estimulará a reação de 
hidrólise concorrente causando a diminuição dos rendimentos de transesterificação. Vários 
estudos revelaram que a adição de uma pequena alíquota de água à mistura de reação catalisada 
por enzimas aumentou a taxa de síntese de ésteres de ácidos graxos. As porcentagens ideais 
devem ser estudadas para cada enzima (BABAKI et al., 2015; CHRISTOPHER; KUMAR; 
ZAMBARE, 2014). 
Shah e Gupta (2007) estudaram a alcóolise de óleo de Jatropha com lipase de 
Pseudomonas cepacia. A otimização do processo levou a um rendimento de 98% (m/m) 
utilizando a lipase imobilizada em celite a 50 ° C, na presença de água a 4-5% (m/m) por 8 h.  
Ferrero et al. (2016) avaliou o efeito da concentração de água no meio na reação de 
etanólise de óleo de girassol utilizando lipase de Pseudomonas Fluorescens. Uitlizou-se 0 a 5% 
de água em relação à massa de óleo, utilizando etanol absoluto e 87,5 mg de lipase / SBA-15 / 
g de óleo. A atividade da enzima imobilizada em sílica mesoporosa (SBA-15) aumentou à 
medida que a concentração de água aumentou, até 4%. Sob tais condições, o rendimento de 
ésteres etílicos era de 31% em comparação com 7% quando a mistura não continha água. 





2.4.1.4 Presença de solvente nas reações de transesterificação com catálise enzimática 
 
A utilização de solventes orgânicos na síntese enzimática de biodiesel reduz a 
viscosidade do sistema e ajuda na transferência de massa, melhorando a solubilidade mútua dos 
triglicerídeos hidrofóbicos e álcoois hidrofílicos, protegendo as enzimas da desnaturação por 
altas concentrações de álcoois e assegurando a transesterificação com a adição de álcool em 
apenas uma etapa. Os solventes orgânicos mais adequados para essa aplicação são isooctano, 
n-heptano, éter de petróleo, n-hexano, ciclohexano e terc-butanol. Através do uso dos solventes 
observa-se também um aumento da taxa de transesterificação (ANTCZAK et al., 2009; GOG 
et al., 2012; GULDHE et al., 2015). 
Babaki et al. (2015) estudaram  o efeito do teor de água, terc-butanol e adsorvente de 
água no rendimento de éster metílico de ácidos graxos. A conversão completa foi obtida em 
condições ótimas para Candida antarctica (CALB) imobilizada em sílica epoxifuncionalizada 
(Silica-CALB); 30% (m/m) de terc-butanol por peso do substrato, tempo de reacção de 96 h, 
50 ° C e proporção molar de metanol para óleo 3: 1, o qual foi adicionado à mistura reacional 
em três etapas. Em geral, adicionando terc-butanol ao meio reaccional, a conversão de óleo em 
ésteres aumentou para lipases de Rhizomucor miehei (RML) imobilizada em sílica epoxi-
funcionalizada (Sílica-RML) e 50% em peso de terc-butanol por peso do substrato gerou o 
melhor rendimento. Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) imobilizada em sílica epoxi-
funcionalizada (Silica-TLL) atingiram 100% de rendimento a 10% de terc-butanol.  
Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) imobilizada em aldeído-Lewatit (Lew-
TLL) foi utilizada para a transesterificação enzimática de óleo de soja utilizando etanol como 
grupo aceptor. A transesterificação foi realizada por diferentes estratégias. Primeiro, com 
proporção molar 7,5:1 de etanol/óleo de soja, 15% de enzima imobilizada e 4% de água a 30 ° 
C. Na presença de n-hexano, a transesterificação atingiu 100% de conversão, enquanto que no 
sistema isento de solvente o rendimento era de 75%. Na razão molar estequiométrica 3:1 
etanol/óleo de soja, o rendimento foi de 70% de conversão após 10 h de reação em ambos os 







2.2.1.5 Outros fatores que influenciam nas reações de transesterificação com catálise 
enzimática 
 
Há ainda outros fatores que influenciam as reações de transesterificação com catálise 
enzimática. A concentração de glicerol é um fator que influencia nos rendimentos de biodiesel 
na transesterificação com catálise enzimática. Esse produto é facilmente adsorvido pela lipase, 
afetando na atividade e estabilidade da enzima, especialmente em processos de reuso 
(CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014).  
O tipo de reator também é um fator a se considerar. O modo de operação para a produção 
de biodiesel pode ser um processo contínuo ou em batelada. Apesar da operação em batelada 
ser o método mais comumente usado, os reatores contínuos produzem maior rendimento. O 
processo em batelada é vantajoso porque tem um grande nível de dispersão de substrato, porém 
a pressão mecânica de agitação pode danificar a superfície de suportes de lipase imobilizada, 
provocando assim um rendimento de biodiesel baixo. Particularmente para a lipase imobilizada, 
o processo contínuo é favorecido devido a baixo custo, alta produtividade e alta eficiência 
energética. Para a produção contínua de biodiesel, o reator de leito fixo tem uma vantagem 
adicional de eliminação contínua de glicerol e prevenção do efeito inibitório do glicerol na 




















O objetivo geral deste trabalho é preparar triacetato de celulose, a partir da polpa Kraft, 
para imobilização de lipases por adsorção física e aplicação na produção de biodiesel.  
De forma mais específica são objetivos deste estudo:  
i) Produzir e caracterizar o triacetato de celulose (TAC) obtido a partir da esterificação 
da celulose da polpa Kraft; 
ii) Imobilizar a lipase Lecitase Ultra por adsorção física no Triacetato de celulose; 
iii) Caracterizar o biocatalisador (LU-TAC) obtido; 
iv) Aplicar o biocatalisador nas reações de transesterificação de óleo de soja e otimizar 








 A enzima Lecitase Ultra® (LU) (Novozymes) foi doada pela LNF Latino Americana 
Company (Bento Gonçalves, Rio Grande do Sul, Brazil). A solução de lipases, LU fornecida 
pela Novozymes é composta pela enzima (8% m/m), sorbitol (50% m/m) e água (42% m/m) 
(Anexo 1). A polpa Kraft branqueada, originária de eucalipto, foi doada pela empresa Suzano 
de Americana – SP. Todos os reagentes e padrões analíticos utilizados para síntese e 
caracterização dos derivados celulósicos são de grau analítico. 
 
4.2 PRODUÇÃO DE TRIACETATO DE CELULOSE 
 
O procedimento utilizado para a produção do triacetato de celulose foi feito com 
adaptação de metodologia utilizada pelo grupo de Reciclagem de Polímeros do IQUFU 
(CERQUEIRA et. al. 2009). Adicionou-se 50,0 mL de ácido acético glacial a 2,00 g de polpa 
Kraft. Agitou-se a mistura em agitador magnético por 30 minutos em temperatura ambiente. 
Em seguida adicionou-se uma solução contendo 0,16 mL de H2SO4 concentrado em 18,0 mL 
de ácido acético glacial e agitou-se por 25 minutos em temperatura ambiente. Filtrou-se a 
mistura. Ao filtrado adicionou-se 64,0 mL de anidrido acético, agitou-se e retornou-se o filtrado 
ao frasco inicial com o material. A solução foi agitada por mais 30 minutos e deixada em 
repouso. Após 5 horas adicionou-se água destilada ao meio reacional até que não houvesse mais 
a formação de precipitado.  Filtrou-se a mistura a vácuo lavando com água destilada até pH 
neutro. O material foi seco em estufa por 90 minutos a 105°C. 
 
4.3 CARACTERIZAÇÃO DE TRIACETATO DE CELULOSE 
  
4.3.1 Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho por Transformada de 
Fourier (FTIR) 
 
As amostras foram analisadas na forma de pastilhas de KBr, na proporção de 1:100 
(m/m) de amostra em um Espectrômetro de Absorção na Região do Infravermelho com 
Transformada de Fourier Shimadzu IR Prestige-21. Foram feitas 32 varreduras com resolução 
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de 4 cm-1, na faixa de 500 a 4000 cm-1. As amostras foram previamente secas e mantidas em 
dessecador para evitar a absorção de água do ambiente. 
 
4.3.2 Determinação do grau de substituição do Triacetato de Celulose 
 
O grau de substituição (GS) do material obtido via acetilação foi calculado a partir da 
razão entre as absorbâncias das bandas de estiramento C=O (1750 cm-1) e OH (3400 cm-1). 
Segundo Hurtubise (1962) a razão entre essas absorbâncias está relacionada com a porcentagem 
de grupos acetila do acetato de celulose (%GA). O valor de %GA se relaciona com o GS de 
acordo com as Equações 3.1 e 3.2 (CERQUEIRA et al., 2010): 
 %ܩ� = Ͷ͵,69ሺͳ − �−଴,9଻ସ.�ሻଶ,ଵହଷ    Eq.3.1 
 
Onde x= razão entre as absorbâncias das bandas de estiramento C=O (1750 cm-1) e OH (3400 
cm-1). 
 
 ܩ� = ቀ ଵ଺ଶ.%��ସଷ.ଵ଴଴−ସଶ.%��ቁ . ͳͲͲ        Eq. 3.2 
 
4.3.3 Difratometria de raios-X 
 
A análise de difração de raios-X foi realizada à temperatura ambiente com variação de 
2θ de 5 a 40° e uma velocidade de varredura de 2°min-1. O equipamento utilizado foi um 
difratômetro Shimadzu XRD-6000 LabX, operando a uma potência de 40 kV com uma corrente 
de 30 mA e radiação Kα do Cu (1,5406 Å).  
O índice de cristalinidade foi calculado utilizando a área dos picos e halo amorfo 
conforme a Equação 3.3. As áreas dos picos e halos foram encontradas a partir de uma função 
de distribuição, neste caso, Pseudo-Voight 1 com auxílio do software Origin 8.0.  
 
 %�� = ��ሺ��+��ሻ     Eq. 3.3 
 





4.3.4 Microscopia eletrônica de varredura 
 
 Foram obtidas imagens em um microscópio eletrônico de varredura Carl Zeiss modelo 
EVO MA 10 com detector de elétrons secundários. Todas as amostras foram recobertas com 
ouro antes da aquisição das imagens em Sputtering Leica. 
 
4.3.5 Análise Termogravimétrica (TGA) 
 
As análises foram feitas em um equipamento modelo TGA-50 da Shimadzu. Cerca de 7 
mg de amostra foi aquecida, em cadinho de alumínio, de 25 oC até 600°C na velocidade de 
aquecimento de 10°C.min-1, sob atmosfera de nitrogênio com fluxo de 50 mL/min.  
 
4.4 CARACTERIZAÇÃO DAS LIPASES 
 
4.4.1 Determinação da atividade enzimática e dosagem de proteína 
 
A atividade enzimática foi medida utilizando palmitato de p-nitro fenila (p-NPP) como 
substrato. As amostras foram incubadas em uma mistura das soluções A (18, 0 mL de tampão 
acetato de sódio 50 mmol/L pH 5, 0,01g de goma arábica e 0,05 mL de Triton X-100) e solução 
B (0,006 g de p-NPP e 2 mL de 2-propanol). Alíquotas das amostras (0,1 mL de enzima livre 
ou 0,1g de enzima imobilizada) foram adicionadas à solução reacional (mistura das soluções A 
e B) na proporção 1:9 (v/v) e a reação foi controlada por 10 minutos a 50oC. Após esse tempo 
as amostras foram levadas a 92oC por 2 minutos e posteriormente a banho de gelo com adição 
de solução saturada de borato de sódio. A absorbância foi medida a 410 nm (Espectrofotômetro 
PG Instruments T70). Uma unidade de enzima equivale à liberação de 1µmol de p-nitrofenol 
(p-NP)/min para 1mL de enzima livre ou para 1g de enzima imobilizada (peso do suporte 
incluído). A metodologia foi adaptada do trabalho de Pencreach e Baratti (1996). Amostras 
contendo somente acetato de celulose foram submetidas à análise de atividade enzimática para 
confirmar a não reação com p-NPP e ausência de absorbância desse material em 410nm. 
A atividade enzimática é determinada a 410 nm, pelo desenvolvimento de coloração 
amarela obtida na liberação do p-nitrofenol (p-NP) (absortividade molar ε = 7.93 mmol/cm) 












palmitato de p-nitro fenila p-nitro fenol ác. palmítico
 
Fonte: Fernandes (2002). 
 
 A dosagem de proteína da enzima foi feita segundo o método de Bradford (1976), com 
construção prévia de curva calibração (Anexo 2). 
 
4.4.2 Estudo de estabilidade térmica  
 
Para o estudo de estabilidade térmica, 0,68 mL de amostra foi adicionada a 1,0 mL de 
solução tampão fosfato de sódio 50 mmol/L  pH 7. As misturas foram levadas às temperaturas 
de 30, 35, 40, 45 e 50 oC durante 8 horas, as amostras foram retiradas a cada 1 hora e as 
atividades enzimáticas analisadas como descrito no item 4.4.1. Todos os experimentos foram 
feitos em triplicada para confirmação dos resultados obtidos. 
A constante de inativação (kd) para cada lipase livre e imobilizada foi calculada através 
da Equação 3.4 (HENLEY; SADANA, 1985): 
 ݈� ���0 = −݇� × �           Eq. 3.4 
 
onde, Ai é a atividade enzimática após o tratamento térmico durante um determinado 
tempo de incubação em U/mL; e A0 é a atividade enzimática inicial, imediatamente antes de 
iniciar o experimento de estabilidade térmica em U/mL e t é o tempo. Para os dados 
experimentais obtidos em diferentes temperaturas, foi calculado um modelo de ajuste utilizando 
o software Origin 8.0.  
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O tempo de meia-vida (t1/2), definido como o tempo para que a atividade enzimática 
leva para reduzir 50%, foi determinado a partir dos modelos dados pelos ajustes dos dados 
experimentais obtidos. 
 
4.4.3 Estudo de variação de pH 
 
 O efeito do pH na estabilidade enzimática das enzimas foi estudado variando pH das 
soluções tampão entre 3 e 10. Para pHs 3, 4 e 5, utilizou-se solução tampão citrato de sódio 50 
mmol/L, para os pHs 6, 7 e 8 utilizou-se tampão fosfato de sódio 50 mmol/L e para os pHs 9 e 
10, utilizou-se tampão bicarbonato de sódio 50 mmol/L. 
Adicionou-se 1,0mL de tampão a 0,68 mL de amostra e deixou-se a mistura em agitação 
por 2 horas. Após esse tempo calculou-se atividade enzimática como descrito no item 4.4.1. 
Todos os experimentos foram feitos em triplicada para confirmação dos resultados obtidos. 
 
4.5 IMOBILIZAÇÃO DA LIPASE E CARACTERIZAÇÃO DO BIOCATALISADOR  
 
4.5.1 Imobilização de Lecitase ultra em triacetato de celulose 
 
Para cada 1 g de triacetato de celulose (TAC) na forma de pó, adicionou-se 10 mL de 
solução enzimática (30% v/v) contendo Lecitase ultra® em tampão fosfato de sódio 25 mmol/L 
pH7. A suspensão foi mantida à temperatura de 4 oC, como proposto por Pereira et al., (2015). 
A atividade enzimática foi periodicamente medida, a cada 15 minutos, para a suspensão e 
também para sobrenadante (sem a presença do suporte), como descrita no item 4.4.1, a fim de 
acompanhar o processo de imobilização, e até a estabilização do rendimento de imobilização 
(IR). Após a conclusão da imobilização, o suporte foi lavado com água deionizada, filtrado à 
vácuo e estocado a 4 oC para ser utilizado posteriormente.  
Definiu-se como rendimento de imobilização (IR) a razão entre a quantidade de enzima 
imobilizada e a quantidade de enzima oferecida a imobilização (%), e atividade relativa (AR) 







4.5.2 Estudo de estabilidade térmica  
 
Para o estudo de estabilidade térmica, 0,1 g de biocatalisador foi adicionado a 1,0 mL 
de tampão, como descrito no teste 3.4.2.  As soluções foram levadas às temperaturas de 30, 35, 
40, 45 e 50oC durante 8 horas, as amostras foram retiradas a cada 1 hora e a atividade enzimática 
foi calculada como descrito no item 4.4.1. Todos os experimentos foram feitos em triplicada 
para confirmação dos resultados obtidos. 
 
4.5.3 Estudo de variação de pH 
 
Adicionou-se 1,0 mL de tampão a 0,1 g do biocatalisador imobilizado de amostra e 
deixou-se a mistura em agitação por 2 horas. Os pHs estudados, bem como os tampões 
utilizados foram os mesmos descritos no item 4.4.3. Após esse tempo a atividade enzimática 
foi calculada como descrito no item 4.4.1. Todos os experimentos foram feitos em triplicada 
para confirmação dos resultados obtidos. 
 
4.5.4 Estudo de estabilidade em solventes orgânicos 
 
A avaliação da estabilidade da lipase em solventes orgânicos foi feita incubando 0,1 g 
de biocatalisador imobilizado em solução tampão fosfato 25 mmol/L e pH 7 contendo etanol, 
metanol, propanol e n-hexano, separadamente, na proporção 1:1 (v/v). As amostras foram 
retiradas com 6, 24 e 30 h e as atividades enzimáticas calculadas como descrito no item 4.4.1. 
Todos os experimentos foram feitos em triplicada para confirmação dos resultados obtidos. 
 
4.5.5 Estudo de dessorção da lipase do suporte 
 
A fim de avaliar o efeito do surfactante na atividade enzimática, preparou-se soluções 
da lipase com Triton X-100 à concentrações de 0,02, 0,2, 0,5 e 1,0 %. As amostras foram 
deixadas sob agitação mecânica durante 50 minutos e as atividades enzimáticas foram 
calculadas como descrito no item 4.4.1. Todos os experimentos foram feitos em triplicada para 







4.6 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS CINÉTICOS APARENTES (Km e Vmáx) 
 
A atividade enzimática foi determinada em diferentes concentrações do substrato p-NPP 
(0,16-2,66 mmol/L) a temperatura ambiente medindo-se a absorbância à 410 nm. Os parâmetros 
cinéticos, Km e Vmax foram calculados pelo método de Lineweaver-Burk (duplo recíproco). Km 
representa a constante de Michaelis-Mentem e Vmax é a velocidade máxima de reação. Os dados 
foram ajustados na reta dada pela Equação 3.5.  
 








                                              Eq. 3.5       
 
Onde v representa velocidade de reação e [S] é a concentração de substrato. 
 
4.7 REUSO DO BIOCATALISADOR  
 
Testes de reuso do biocatalisador LU-TAC foram realizados em medidas de batelada 
incubando 0,1g de LU-TAC com 0,90 mL de solução de p-NPP (preparada como descrito no 
item 4.4.1) por 5 ciclos. Após 10 minutos de reação, as amostras foram levadas a banho de 92 
oC por 2 minutos e posteriormente em banho de gelo com adição de solução saturada de borato 
de sódio. O p-NP formado foi medido a 410 nm. Após cada ciclo, os catalisadores foram 
lavados com solução tampão fosfato de sódio 25 mmol/L pH 7, filtrados e adicionados a nova 
solução de substrato para novo ciclo de hidrólise. A atividade enzimática foi calculada após 
cada ciclo e expressa na forma de atividade relativa após o primeiro ciclo. 
       
4.8 TRANSESTERIFICAÇÃO DE ÓLEO DE SOJA CATALISADA POR LU-TAC 
 
4.8.1 Identificação de ésteres metílicos formados nas reações de transesterificação 
 
Uma mistura de padrões de ésteres metílicos de ácidos graxos, C4-C24, foi preparada 
pela solubilização de 100 mg dos ésteres para 10 mL de n-heptano. A análise por CG-MS do 
padrão de ésteres foi realizada em um equipamento da marca Shimadzu, modelo 
42 
 
GC17A/QP5000 empregando coluna capilar RTX-MS-5 (30 m, 0,32 mm de d.i. e 0,25 µm de 
filme constituído de 5%-polifenilmetilsiloxano-95%-polidimetilsiloxano) com programação de 
temperatura: 60 °C (2 min) aumenta a 10 °C min-1 até 200 °C, em seguida aumenta a 5 °C min-
1 até 240 °C (7 min); temperatura do injetor a 250 °C, temperatura da fonte de ionização de 250 
°C e com energia de impacto de 70 eV, fragmentos captados na faixa de m/z 50 a 550. A 
identificação dos compostos separados por cromatografia foi feita por meio das bibliotecas de 
espectros de massas da NIST (NIST mass spectral library). 
A produção de biodiesel via catálise enzimática não exige purificação dos ésteres 
metílicos obtidos. Após a reação uma separação de fases é suficiente para separar biodiesel 
(fase superior) do glicerol (fase inferior) (ATADASHI; AROUA; AZIZ, 2011; 
INTERNATIONAL CONFERENCE ON INFORMATION ENGINEERING FOR 
MECHANICS AND MATERIALS, 2015). Após centrifugação, alíquotas da fase superior das 
amostras foram diluídas em uma solução padrão contendo metilheptadecanoato. As amostras 
foram injetadas em um cromatógrafo gasoso Shimadzu (GC2010-Plus) equipado com detector 
FID e coluna RTX-WAX (30 m × 320 μm × 0.25 μm) com programação de temperatura: 60 °C 
(2 min) aumenta a 10 °C min-1 até 200 °C, em seguida aumenta a 5 °C min-1 até 240 °C (7 min); 
temperatura do injetor a 250 °C. Foram analisadas amostras de 1 μL e comparando com 
resultados obtidos para análise da mistura de padrões previamente feita, os picos foram 
identificados. A porcentagem de ésteres metílicos obtidos foi calculada utilizando o método de 
compensação de padrão interno, baseado na norma européia EN14103 (EUROPEAN 
COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2003).  A porcentagem de ésteres metílicos (% 
FAME) obtida para cada amostra foi calculada de acordo com a Equação 3.6: 
  %ܨ��ܧ = ∑�−������ ∗ ���∗௏��� ∗ ͳͲͲ%   Eq. 3.6 
 
Onde ∑�: somatório das áreas dos picos de ésteres de C14:0 a C24:1; AEI: área do pico do 
metilheptadecanoato; CEI: concentração, em mg/mL, da solução de metilheptadecanoato; VEI: 







4.8.2 Testes preliminares para definição de faixas de estudo e variáveis da otimização das 
condições das reações de transesterificação 
 
 Testes preliminares foram realizados para uma primeira avaliação sobre temperatura, 
concentração de enzima, porcentagem de água, porcentagem de solvente (n-hexano) e razão 
óleo/álcool que posteriormente seriam estabelecidas para otimização do processo, buscando 
maiores rendimentos de produção de ésteres metílicos do óleo de soja. A massa molar do óleo 
de soja foi definida como 874,8 g/mol (FROEHNER; LEITHOLD; JÚNIOR, 2007) 
Como apresentado na Tabela 4.1, variou-se a razão óleo de soja/metanol de 1:3 a 1:8, a 
porcentagem de LU-TAC em 20,0% com relação à massa de óleo e 40,0%, a porcentagem de 
água na reação de 10,0 a 20,0% com relação à massa de óleo, a concentração de n-hexano de 
0,5 mL  ou 1,5 mL/g de óleo, e a temperatura foi avaliada entre 30 e 40 oC. A agitação foi de 
250 rpm para todos os testes. Os experimentos foram realizados em incubadora com agitação e 
temperatura controlados (Incubadora Nova Ética modelo 430) durante 24 horas. Após o fim da 
reação o suporte foi separado do sistema por filtração e o sobrenadante foi centrifugado. A fase 
superior, contento os ésteres foi analisada por cromatografia gasosa, como descrito no item 
4.8.1. 
 
Tabela 4.1 – Testes propostos para avaliação dos efeitos da razão molar, % LU-TAC, % água, 
% n-hexano e temperatura na produção de biodiesel metílico (ésteres metílicos de ácidos 
graxos) a partir do óleo de soja catalisado pela LU-TAC. 
 Razão molar 
óleo/metanol 
LU-TAC (% 









1 1:3 20 15 0,5 40 
2 1:4 20 15 0,5 40 
3 1:6 20 15 0,5 40 
4 1:8 20 15 0,5 40 
5 1:4 20 15 0,5 35 
6 1:4 20 15 0,5 30 
7 1:4 20 10 0,5 35 
8 1:4 20 20 0,5 35 
10 1:4 20 15 1,5 35 
11 1:4 40 15 0,5 35 




4.8.3 Otimização das condições de reação de transesterificação catalisada por LU-TAC 
 
No software Statistica 7.0, foi gerado um Planejamento Composto Central (PCC): 
fatorial completo 23, incluindo 6 pontos axiais e 3 repetições no ponto central, totalizando 17 
experimentos.  
Os experimentos foram conduzidos em erlenmeyers, em incubadora sob agitação (250 
rpm) e temperatura controlada. O tempo de reação foi fixado em 24 horas. A temperatura variou 
de 28,2 a 41,8 oC, a porcentagem de biocatalisador com relação à massa de óleo variou de 13,2 
a 26,8% e a porcentagem de água adicionada variou de 8,2 a 21,8% com relação à massa de 
óleo de soja. O alfa de ortogonalidade utilizado no planejamento foi 1,353. As Equações de 
codificação foram as Equações 3.7, 3.8 e 3.9 para temperatura (X1), porcentagem de LU-TAC 
(X2) e água (X3), respectivamente. 
 �ଵ = ்−ଷହହ                                               Eq. 3.7 
 �ଶ = �௎−்��−ଶ଴ହ                                               Eq. 3.8 
 �ଷ = �−ଵହହ                                                        Eq. 3.9 
 
A Tabela 4.2 representa os valores utilizados no PCC para as variáveis independentes 
analisadas e a Tabela 4.3 refere-se à matriz do Planejamento Experimental para o estudo em 
questão. 
Concluindo os ensaios e obtenção dos dados, conforme matriz gerada (Tabela 4.3) e 
analisando as respostas de acordo com o item 4.8.1, analisou-se os resultados estatisticamente 
com a ajuda do software Statistica 7.0 para a resposta obtida (% FAME).  
 
Tabela 4.2 – Valores utilizados no PCC para as três variáveis independentes avaliadas: (X1) 
Temperatura (°C), (X2) LU-TAC (% massa de óleo) e (X3) Água (% massa de óleo). 
Variáveis Valores codificados 
 –1 0 +1 
(X1) Temperatura (°C) 30,0 35,0 40,0 
(X2) LU-TAC (% massa de óleo) 15,0 20,0 25,0 




Tabela 4.3 - Matriz do PCC utilizado para avaliar a influência da temperatura, porcentagem 
de biocatalisador e água na produção de ésteres em reações de transesterificação catalisadas 
por LU imobilizada em TAC. 
Ensaio Temperatura % LU-TAC %Água 
1 30 (-1) 15 (-1) 10 (-1) 
2 30 (-1) 15 (-1) 20 (+1) 
3 30 (-1) 25 (+1) 10 (-1) 
4 30 (-1) 25 (+1) 20 (+1) 
5 40 (+1) 15 (-1) 10 (-1) 
6 40 (+1) 15 (-1) 20 (+1) 
7 40 (+1) 25 (+1) 10 (-1) 
8 40 (+1) 25 (+1) 20 (+1) 
9 28,2 (-1,35313) 20 (0) 15 (0) 
10 41,8 (+1,35313) 20 (0) 15 (0) 
11 35 (0) 13,2 (-1,35313) 15 (0) 
12 35 (0) 26,8 (+1,35313) 15 (0) 
13 35 (0) 20 (0) 8,2 (-1,35313) 
14 35 (0) 20 (0) 21,8 (+1,35313) 
15 (C) 35 (0) 20 (0) 15 (0) 
16 (C) 35 (0) 20 (0) 15 (0) 
17 (C) 35 (0) 20 (0) 15 (0) 
Fonte: A autora. 
 
4.8.4 Reuso de LU-TAC em reações de transesterificação de óleo de soja 
 
Estudos de reuso de LU-TAC foram feitos utilizando o reaproveitamento do catalisador 
por 6 ciclos subsequentes em reações utilizando os parâmetros otimizados de acordo com item 
4.8.3. Após cada ciclo, a enzima foi drenada e lavada com tampão fosfato pH 7 25mmol/L antes 
de novo uso. A porcentagem de ésteres metílicos (% FAME) obtidos após cada uso foi 
determinada como descrito anteriormente no item 4.8.1.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE TRIACETATO DE CELULOSE (TAC) 
 
 O Triacetato de celulose foi produzido a partir de acetilação homogênea, sendo anidrido 
acético o agente acetilante, ácido acético o solvente, e ácido sulfúrico catalisador da reação, 
com tempo de reação de 5 horas e 30 minutos. O material obtido apresentou coloração branca 
(Figura 5.1), insolubilidade em água e acetona e solubilidade em diclorometano, em 
concordância com resultados obtidos anteriormente por pesquisadores do Grupo de Reciclagem 
de Polímeros do IQUFU (RIBEIRO, 2012). 
 
Figura 5.1 – Fotografia de amostra de triacetato de celulose produzido a partir de polpa Kraft 
de eucalipto. 
 
Fonte: A autora. 
 
 O mecanismo mais aceito para a reação de esterificação da celulose está descrito na 










Figura 5.2 – Mecanismo de reação para acetilação homogênea da celulose. 
 
Fonte: Cruz (2010). 
 
 A síntese do acetato de celulose foi confirmada através da Espectroscopia de Absorção 
na Região do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). A Figura 5.3 apresenta 
espectros de infravermelho da polpa Kraft e do TAC obtido e a Tabela 5.1 mostra as principais 















Figura 5.3 – Espectro de infravermelho obtido para polpa Kraft (linha sólida) e acetato de 
celulose (linha tracejada) obtido por acetilação de polpa Kraft via método homogêneo. 














Número de onda (cm-1)
1232 cm-1
 
Fonte: A autora. 
 
Tabela 5.1 – Atribuições das principais bandas de infravermelho de polpa Kraft e acetato de 
celulose obtido por acetilação de polpa Kraft. 
Número de onda (cm-1)  
Polpa Kraft Acetato de celulose Atribuição 
3409 3496 Estiramento O-H 
2900 2961 Estiramento assimétrico CH3 
- 1752 Estiramento de C=O de éster 
1630 1642 Deformação de H2O 
1425 1435 Deformação assimétrica CH2 
1375 1370 Deformação simétrica CH3 
- 1232 Estiramento C-O de acetato 
1049 1049 Estiramento C-O do anel  
903 899 Ligações glicosídicas β-1-4 entre as 
unidades de glicose 
- 607 Estiramento C-O dos grupos acetila 
Fonte: Ribeiro (2012); Silverstein, Webster, Kiemle (2007). 
 
Observa-se a partir da Figura 5.3 e da Tabela 5.1 que a celulose sofreu acetilação, 
confirmada principalmente pela diminuição da intensidade do pico próximo a 3400cm-1, 
associado aos grupamentos OH e aparecimento do pico de carbonila de éster (1752 cm-1), 
estiramento C-O de acetato e C-O de grupos acetila (1232 e 607 cm-1, respectivamente). O 
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aparecimento desses picos é a maior evidência de que houve acetilação da celulose, já que 
outros picos são comuns aos dois materiais. 
O grau de substituição do polímero foi obtido a partir da razão entre as absorbâncias dos 
picos de estiramento da ligação C=O e do estiramento da ligação O-H, descrito no item 4.3.2, 
atingindo um valor de 2,7, que indica que o material obtido é um triacetato de celulose 
(FISCHER et al., 2008; KAMIDE; OKAJIMA; SAITO, 1981; PULEO et al., 1989). 
O grau de cristalinidade da celulose da polpa Kraft e do  triacetato de celulose foram 
obtidos por difração de raios X, conforme apresentado na Figura 5.4. O perfil do difratograma 
de polpa Kraft (Figura 5.4 A) é típico de celulose tipo I, celulose nativa, que é um material 
semicristalino, e que apresenta um conjunto de picos sobrepostos em 2 aproximadamente 16,0 
e 17,5 e um pico de elevada intensidade em 23,5 ° com um halo amorfo centrado em 
aproximadamente 20o (FLAUZINO NETO, 2012; TONOLI, 2012). O perfil do difratograma é 
de um material semicristalino com um índice de cristalinidade de 67%.  
O difratograma de triacetato de celulose apresenta picos centrados em 2θ = 8,5°, 10,7o, 
13,4o, 18,0o, 22,5o e 26,0o, com halo amorfo centrado em aproximadamente 2θ = 20º. O 
comportamento observado no padrão de difração do triacetato de celulose em valores de baixo 
ângulo é típico para vários derivados celulósicos. A inserção de grupos volumosos como o 
grupo acetila leva a diminuição do valor de 2θ de 16o observado na celulose I para 2 igual a  
8,5o observado no difratograma do triacetato de celulose. Dessa forma, o pico em 2θ = 8,5° está 
relacionado à desordem provocada pela acetilação da celulose e inserção do grupo acetila na 
molécula (RIBEIRO, E. 2013). A mudança no perfil dos difratogramas sugere uma diminuição 
da cristalinidade quando a celulose sofre acetilação. Barud et al. (2008) afirmam que a redução 
na cristalinidade de triacetato de celulose em relação à celulose ocorre devido à substituição 
dos grupos hidroxila por grupos acetila que são mais volumosos e a mudança do número e do 
padrão das ligações de hidrogênio nos materiais acetilados. O triacetato de celulose produzido 
neste trabalho apresenta índice de cristalinidade de 53%, obtido pela deconvolução dos picos e 








Figura 5.4 – Difratometria de raios X de polpa Kraft (A) e triacetato de celulose (B) obtido a 
partir da polpa Kraft. 
 



























Fonte: A autora. 
 
As imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV), apresentadas na 
Figura 5.5, indicam a modificação da estrutura quando comparada a polpa Kraft (5.5 A) com o 
triacetato de celulose (5.5 B). Há uma modificação na estrutura das fibras da matéria-prima 
quando o material é acetilado. Durante a síntese ocorre inchamento das fibras devido à presença 
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do ácido acético glacial e hidrólise, que pode dar-se devido à presença do catalisador, ácido 
sulfúrico. Estes processos modificam a morfologia das fibras, inicialmente vistas, que se tornam 
um material de estrutura desorganizada.  
 
Figura 5.5 – Imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura para amostras de (A) 
polpa Kraft e (B) triacetato de celulose. 
    
Fonte: A autora. 
 
A Figura 5.6 apresenta os dados de análise termogravimétrica (TGA) para celulose da 
polpa Kraft e TAC. A curva termogravimétrica (linha pontilhada) da celulose (Figura 5.6 A) 
apresenta 3 eventos térmicos significativos, o primeiro entre 30 a 105 °C, relacionado a 
volatilização da água, o segundo processo refere-se à decomposição térmica iniciado em 
aproximadamente 250 °C, com uma perda de massa significativa de cerca de 80 %. No segundo 
evento, ocorre ruptura das cadeias poliméricas e fragmentação do polímero com volatilização 
dos produtos de degradação. No terceiro evento observa-se perda de massa relacionada à 
decomposição final dos resíduos do processo.  A curva DTA (análise térmica diferencial) (linha 
sólida) pode apresentar além dos eventos em que ocorre perda de massa da amostra, outros 
eventos térmicos nos quais ocorrem processos como cristalização e fusão, sem perda de massa. 
A curva DTA para a celulose apresenta um pico endotérmico centrado em 60 °C, relacionado 
à volatilização da água, um pico endotérmico em 355 °C, relacionado ao início do processo de 
decomposição térmica com ruptura de grupos laterais e seguimentos da cadeia polimérica e, 
por fim, um evento exotérmico em 550 °C, onde ocorre a decomposição dos resíduos 





Figura 5.6 – Curva TG (linha tracejada) e DTA (linha sólida) para celulose de polpa Kraft (A) 
e triacetato de celulose produzido a partir de polpa Kraft (B). 
 


































































Fonte:  A autora. 
 
A curva termogravimétrica do triacetato de celulose (linha tracejada), indicada na Figura 
5.6 B, apresenta três eventos térmicos típicos. O primeiro evento, pequena perda de massa a 
temperatura próxima de 100 °C, é atribuído a volatilização da água ligada a matriz polimérica. 
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Este evento apresenta uma perda de massa bem inferior ao apresentado para a celulose, aspecto 
esperado, considerando que o TAC é um polímero hidrofóbico quando comparado a celulose 
não modificada. O segundo evento está relacionado ao processo de decomposição térmica e se 
inicia por volta de 340 °C com perda de massa superior a 85%, que acontece devido a 
decomposição do polímero com cisão da cadeia polimérica (RIBEIRO, 2012). O terceiro 
evento, que se inicia em aproximadamente 400 oC, está relacionado à decomposição dos 
resíduos remanescentes dos processos anteriores. Considerando a temperatura em que se inicia 
o processo de decomposição, o material apresenta boa estabilidade térmica, principalmente pelo 
fato que será aplicado como suporte em reações enzimáticas cujas temperaturas não serão 
superiores a 70 oC. 
Na curva DTA para o TAC (linha sólida da Figura 5.6 B) é possível observar os picos 
relacionados aos eventos térmicos de decomposição do polímero anteriormente citados e ainda 
um pico endotérmico em 305 °C, este evento está relacionado a fusão do TAC que ocorre nesta 
temperatura (RIBEIRO, 2012). Os resultados confirmam a produção do TAC e estão de acordo 
com o padrão de FTIR e com o grau de substituição encontrado. 
 
5.2 IMOBILIZAÇÃO DA ENZIMA 
 
A enzima Lecitase Ultra® (LU) apresentou atividade enzimática de 335 U/mL, em que 
uma unidade de enzima equivale à liberação de 1 µmol de p-nitrofenol/min, dosagem de 
proteína de 5,57 mg/mL, totalizando uma atividade específica de 60 U/mg de proteína. 
A atividade enzimática foi obtida a partir da hidrólise do palmitato de p-nitro fenila (p-
NPP). A atividade enzimática é determinada a 410 nm, pelo desenvolvimento de coloração 
amarela obtida na liberação do p-nitrofenol (p-NP), como descrita no item 4.4.1. 
Com o propósito de definir o tempo necessário para a imobilização máxima de enzima 
no suporte TAC o rendimento de imobilização foi medido em função do tempo, conforme 
definido anteriormente em 4.5.1. Observou-se 97 ± 4,4 % de rendimento de imobilização após 
60 min de imobilização (Figura 5.7) e o biocatalisador obtido (LU-TAC) apresentou atividade 
de 976 U/g.  A imobilização de LU em TAC deu-se provavelmente por ativação interfacial, 
mecanismo peculiar das lipases que exibem sua “forma aberta” na presença de superfícies 





Figura 5.7 – Rendimento de imobilização versus tempo de incubação para LU em TAC. 
























Tempo (min)  
Fonte: A autora. 
 
5.3 CARACTERIZAÇÃO DE LU-TAC 
 
A Figura 5.8 apresenta a microscopia de varredura de amostra de LU-TAC. Observa-se 
que a estrutura nítida das fibras que é bem aparente na celulose original e aparece de forma 
desorganizada e mais compactada no TAC fica menos evidente e mais compactada para LU-
TAC. Este comportamento pode estar associado ao processamento de TAC, onde um possível 
inchamento e novo processo de secagem leva a agregação do triacetato de celulose. 
A Figura 5.9 apresenta os espectros na região do infravermelho para o TAC e para LU-
TAC. 
 
Figura 5.8 – Imagem obtida por microscopia eletrônica de varredura para amostra de 
triacetato de celulose (B) e TAC com lipase imobilizada por adsorção física (C). 
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Figura 5.9 - Espectros na região do infravermelho para o TAC e LU-TAC (A) de 500 a 4000 
cm-1 e (B) e (C) regiões ampliadas. 
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Fonte: A autora. 
 
 Na figura 5.9 observa-se que LU-TAC mantém grande parte das características do TAC 
original, com exceção da região de estiramento O-H e uma ligeira mudança na região de 1660 
a 1500 cm-1 (Figura 5.9 A). A banda em aproximadamente 3400 cm-1 representa um perfil típico 
de estiramento O-H atribuído a água adsorvida e estiramento N-H, típicas da estrutura 
polipeptídica das enzimas, melhor observada na Figura 5.9 B. Os polipeptídios apresentam uma 
estrutura bem característica relacionada a presença do grupo amida que pode ser classificado 
em amida I e amida II. A banda relacionada a amida I é atribuída ao estiramento da carbonila, 
C=O, do grupo (CONH) e aparece entre 1700 a 1650 cm-1, como pode ser observado na Figura 
5.9 C. A banda em 1650 cm-1 também pode ser influenciada pela presença de água, uma vez 
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que a deformação angular da molécula de água aparece entre 1640 a 1645 cm-1. Em LU-TAC, 
a contribuição das bandas da enzima é pequena, entretanto suficiente para indicar sua 
imobilização. Ainda é importante ressaltar que, a enzima pode estar homogeneamente dispersa 
no polímero, o que tornaria ainda mais difícil sua detecção por espectroscopia na região do 
infravermelho. 
A estrutura cristalina do catalisador LU-TAC foi determinada pela técnica de difração 
de raios-X e os resultados comparados com o TAC. A Figura 5.10 apresenta as curvas de 
difração de Raios-X para TAC e LU-TAC. 
O TAC é um polímero semicristalino, aspecto que pode ser observado no perfil do 
difratograma da Figura 5.10 (A) e confirmado pela curva DTA, através do aparecimento de um 
pico endotérmico em 305 °C, atribuído à fusão do TAC. A adsorção física do extrato enzimático 
comercial leva a modificação do perfil da curva de difração de LU-TAC em comparação ao 
TAC original. Observa-se uma redução da intensidade de alguns picos de difração em 
comparação a TAC. Além da redução da intensidade observa-se também um aumento da largura 
a meia altura. Estas mudanças indicam que o extrato enzimático é adsorvido pelo polímero 
devido a uma boa interação deste com a enzima e com o sorbitol, que faz parte dos componentes 
da fórmula do extrato comercial, e pode atuar como um plastificante. O inchamento do TAC 
não é geralmente superior a 12 % e o efeito de plasticização ocorre predominantemente nas 
regiões amorfas e nas regiões com certa organização bidimensional (amorfo rígido) que 
apresentam um baixo grau de ordem, desta forma alterando pouco a estrutura cristalina do 
polímero. Este aspecto pode ser confirmado pelo fato do índice de cristalinidade das amostras 














Figura 5.10 – Curva de Difração de raios-X para TAC (A) e LU-TAC (B). 


























Fonte: A autora. 
 
 A Figura 5.11 apresenta as curvas TG e DTA para LU (Figura 5.11 A) e LU-TAC 





Figura 5.11 - Curvas TGA (linha pontilhada) e DTA (linha sólida) para TAC (A) e LU-TAC. 
(B). 































































Fonte: A autora. 
 
 Observa-se na curva TGA (linha pontilhada) da Figura 5.11 B que a estabilidade térmica 
de LU-TAC é mantida quando comparada a TAC (Figura 5.11 A) e, neste caso, a adsorção do 
extrato enzimático não altera a estrutura macromolecular, o que indica um processo de adsorção 
física. O mesmo aspecto pode ser observado na curva DTA (linha sólida) em que se observa 
nitidamente a temperatura de fusão do TAC. Não observa-se um deslocamento significativo da 
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posição do pico, aspecto que indica baixa interação e acesso à estrutura cristalina. As mudanças 
observadas no DRX estão relacionadas a regiões de baixo ordenamento que são afetadas pela 
presença das moléculas de sorbitol presentes no extrato enzimático. Neste sentido, possíveis 
alterações na temperatura de transição vítrea (Tg) do TAC poderiam ser esperadas. Entretanto, 
a medida realizada não é eficiente na avaliação da Tg. 
 
5.3.1 Estabilidade térmica de LU e LU-TAC 
 
 A estabilidade térmica de LU e LU-TAC foi comparada nas temperaturas de 30 °C, 35 
°C, 40 °C, 45 °C e 50 °C. A Figura 5.12 A mostra o comportamento da LU livre, em termos de 
atividade relativa com o tempo. Observa-se que com uma hora de incubação na temperatura de 
30 e 35 °C a enzima sofre uma inativação de aproximadamente 35 % chegando às 8 h com uma 
perda de atividade próxima de 50 %. As temperaturas de 40 °C, 45 °C e 50 °C apresentaram 
inativação de 43 %, 45 % e 47 %, respectivamente. A Figura 5.12 B apresenta o comportamento 
de LU-TAC. A 30 °C notou-se que na primeira hora de experimento, LU-TAC sofre aumento 
na atividade e nas horas seguintes a enzima inativa apresentou uma atividade enzimática 
relativa final de 56 % em 8h de incubação. Para 45 °C, comportamento semelhante foi 
observado: aumento na atividade na primeira hora de experimento apresentando uma atividade 
enzimática relativa final de 48 %, valor aproximado ao obtido para a temperatura de 50 °C. 
Observando os resultados apresentados, nota-se que LU-TAC é mais estável nas temperaturas 














Figura 5.12 – Estabilidade térmica da lipase LU nas temperaturas de 30 °C (), 35 °C (), 
40 °C (), 45 °C () and 50 °C () em tampão fosfato de sódio 25mM, pH7 e determinação 
de atividade enzimática por reação de p-NPP para (A) LU e (B) LU-TAC. 
 























































Fonte: A autora. 
 
O aumento de temperatura geralmente provoca um aumento da velocidade de reação, 
com ou sem catalisadores. No entanto, as enzimas são sistemas biológicos de natureza 
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complexa, com atividade catalítica dependente de sua estrutura terciária e isso deve ser levado 
em consideração. 
A Tabela 5.2 mostra os valores de constante de inativação (kd) e tempo de meia-vida 
(t1/2) para enzima livre e imobilizada. Em ambos os casos, as mudanças nos valores de kd são 
observadas para as temperaturas avaliadas. As mudanças nos valores de kd estão relacionadas à 
ocorrência de dois processos competitivos: i) o aumento da taxa de reação catalisada devido ao 
aumento da temperatura e ii) a altas temperaturas, a redução da taxa de reação devido à 
inativação da enzima. Assim, o aumento de kd indica que a inativação da enzima é predominante 
na temperatura avaliada e, nessa condição, a reação enzimática ocorrerá mais lentamente. 
 
Tabela 5.2 – Constante de inativação (kd) e tempo de meia-vida (t1/2) para LU livre e 
imobilizada em TAC (LU-TAC) para várias temperaturas. 
T (oC) kd (h-1)  t1/2 (h) 
 LU livre LU-TAC  LU livre LU-TAC 
30 0,062 ± 0,0013 0,050 ± 0,0058  11,18 ± 0,25 13,69 ± 1,63 
35 0,058 ± 0,0039 0,036 ± 0,0055  11,84 ± 0,71 19,25 ± 4,27 
40 0,069 ± 0,0028 0,024 ± 0,0013  10,01 ± 0,61 29,37 ± 1,71 
45 0,071 ± 0,0091 0,076 ± 0,0067  9,76 ± 1,18 9,07 ± 0,84 
50 0,077 ± 0,0057 0,064 ± 0,0074  9,00 ± 0,68 10,77 ± 1,17 
Fonte: A autora. 
 
Para a enzima livre os valores da atividade relativa (%) (Figura 5.13 A) estão próximos, 
bem como os dados de kd  (Tabela 5.2), que sofreram alterações menores nas temperaturas de 
incubação entre 30 e 35 ° C. Este resultado indica que, para esta condição, a estabilidade da 
enzima é mantida. Para temperaturas superiores a 40 °C, há uma diminuição da atividade 
relativa (%), acompanhada de um pequeno aumento nos valores de kd  que mostra uma tendência 
de inativação da enzima. Este efeito pode ser confirmado quando observamos os dados obtidos 
para a enzima imobilizada. Na Figura 5.13, observa-se um aumento na atividade relativa que 
atinge a melhor condição a 40 ° C. A temperaturas acima de 40 oC, o sistema apresenta uma 
diminuição da atividade relativa (%) mais pronunciada e um aumento de valores de kd, 
indicando que o sistema se torna termicamente instável. Nesse sentido, a imobilização da 
enzima no suporte estabiliza o sítio ativo e minimiza a mudança da estrutura terciária na faixa 
de temperatura considerada. 
O tempo de meia-vida tem o valor mais alto na temperatura de  35 °C. Observa-se um 
aumento no tempo de meia-vida em comparação com 30 °C, e os valores diminuem para 
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temperaturas superiores a 35 °C. Para enzimas imobilizadas, os valores aumentam 
significativamente para temperaturas entre 30 a 40 °C, sendo o máximo a 40 °C. Os valores de 
tempo de meia-vida obtidos foram 29,37 h para a enzima imobilizada. Esse valor é 3 vezes 
maior que o da enzima livre na mesma temperatura.  
Os resultados obtidos neste trabalho foram semelhantes aos de Mishra et al. (2009), que 
estudou a estabilidade térmica da LU através da medição da atividade relativa após incubação 
a uma dada temperatura durante 1 h. No estudo, a temperatura de incubação variou entre 30 e 
70 ° C. Os resultados mostraram que a enzima é estável até 50 ° C e perde sua atividade 
rapidamente a 60 ° C, com uma atividade relativa de cerca de 10%. Para as temperaturas de 
incubação entre 30 e 40 ° C, as atividades relativas são próximas e apresentam valores entre 
80% e 90%. A atividade da enzima foi dependente da temperatura, conforme ilustrado na Figura 
5.13. LU-TAC exibiu a atividade máxima a 40 °C, a mesma temperatura descrita na literatura 
para a enzima livre (YANG et al., 2006). 
 
Figure 5.13 - Temperatura ótima para LU-TAC com atividade enzimática medida a pH 7. 























Fonte: A autora. 
 
5.3.2 Efeito do pH na estabilidade de LU e LU-TAC 
 
 Os resultados do estudo de pH, mostrado na Figura 5.14, indicam que, em comparação 
com a LU livre, a lipase imobilizada apresentou aumento na atividade em todos os pHs 
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estudados. Além disso, em valores de pH mais altos (mais alcalinos) as atividades enzimáticas 
são mais acentuadas. A LU imobilizada em Octyl-Sepharose também mostrou maior atividade 
com um aumento de pH (GARCIA-GALAN et al., 2014). 
 Para verificar a diferença entre os valores de atividade para a enzima livre e a enzima 
imobilizada, um teste de hipóteses foi proposto. O valor de p para o teste de hipótese para cada 
pH é apresentado na Tabela 5.3. A hipótese de que LU livre e LU-TAC tem a mesma 
estabilidade foi considerada a hipótese nula (H0): LU e LU-TAC com estabilidade diferente 
para cada pH foi hipótese alternativa (H1): este teste foi feito em nível de significância 
estatística de 5%. 
 
Figura 5.14 – Avaliação da atividade relativa (%) em relação a variação de pH entre 3 e 10 
para enzima LU livre (cor sólida) e LU imobilizada em TAC (listrado).


































Tabela 5.3 -  p-valor para o teste de hipóteses que verificou a diferença entre a estabilidade do 










Fonte: A autora. 
 
O valor p para os testes de hipóteses para LU e LU-TAC apresentou valores mais baixos 
do que o nível de significância estatística de 5% (para todos os pHs). Isso confirma que o valor 
está na região de rejeição da hipótese nula. Assim, a hipótese alternativa é aceita com 95% de 
confiança, demonstrando que há diferenças estatísticas entre LU livre e imobilizado. 
Embora seus substratos sejam hidrofóbicos, as lipases são solúveis em água. Isto sugere 
que o sítio catalítico está escondido dentro da estrutura da proteína e que está exposto na 
interface lipídica-água (ativação interfacial). Assim, uma tampa cobre o local catalítico 
tornando a enzima inativa, mas na presença da interface ela sofre uma mudança conformacional 
e abre para revelar o sítio ativo. Estudos mostraram que a encapsulação de tais lipases usando 
suportes hidrofóbicos pode levar à hiperativação da lipase, uma vez que a hidrofobicidade da 
lipase é encapsulada em uma forma ativa "aberta". Esse fato geralmente torna as lipases mais 
estáveis sob diferentes condições de temperatura, pH e meios de reação (EGGERT et al., 2002). 
 
5.3.3 Efeito de solventes orgânicos 
 
 Estudou-se o efeito de solventes orgânicos na estabilidade da lipase LU imobilizada em 
TAC utilizando etanol, metanol, propanol e n-hexano à uma concentração final de 50 % (v/v), 
sob agitação mecânica durante 30 horas à 25 °C. 
A Figura 5.15 mostra os perfis de estabilidade de LU-TAC na presença dos diferentes 
solventes orgânicos. 
LU-TAC apresentou aumento na atividade na presença de n-hexano em 6 h de 
incubação. Com 24 h de incubação, LU-TAC apresentou atividade relativa semelhante em todos 
os solventes orgânicos estudados, com inativação de aproximadamente 38 %. 
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Figura 5.15 – Avaliação da atividade relativa (%) de LU-TAC na presença de metanol (), 
etanol (), propanol () e n-hexano (). 






















Fonte: A autora. 
 
O uso de solventes orgânicos na síntese enzimática de FAME reduz a viscosidade do 
sistema reacional e ajuda na transferência de massa, melhorando a solubilidade mútua de 
triglicerídeos hidrofóbicos e álcoois hidrofílicos, protegendo as enzimas da desnaturação por 
altas concentrações de álcoois e garantindo a transesterificação com a adição de álcool em 
apenas um passo. Alguns solventes orgânicos utilizados para esta aplicação são isooctano, n-
heptano, éter de petróleo, n-hexano, ciclo-hexano e terc-butanol. Através da utilização destes 
solventes, também foi observado um aumento na taxa de transesterificação (SALIHU; ALAM, 
2015). 
 
5.3.4 Dessorção enzimática 
 
A imobilização por adsorção de enzimas tem algumas vantagens em relação à 
imobilização covalente: o suporte pode ser reutilizado após a inativação, minimizando custos; 
os suportes podem ser estáveis por longos períodos, mesmo sob temperaturas não controladas, 
e os protocolos de imobilização são muito simples (GARCIA-GALAN et al., 2011). 
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Com a finalidade de avaliar o reaproveitamento do suporte, foram realizados ensaios de 
dessorção da enzima assistida pelo tensoativo Triton 100-X. Avaliou-se a dessorção das Lipases 
na presença de Triton X-100 nas concentrações 0,02, 0,2, 0,5 e 1,0 % (v/v), conforme 
apresentado na Figura 5.16. Observou-se que 84,5 % da lipase foi dessorvida do suporte com o 
emprego de uma solução de concentração de 0,02 % de Triton X-100. Com o aumento da 
concentração da solução do tensoativo observou-se um pequeno aumento na dessorção. Esse 
resultado indica que a remoção da enzima ocorre com certa facilidade com emprego de baixas 
concentrações do tensoativo, o aumento da concentração deste surfactante não melhora 
significativamente a remoção da enzima. A fácil remoção de 85 % da enzima permite a 
reutilização do suporte para outra imobilização enzimática. 
 
Figura 5.16 – Dessorção em LU-TAC na presença de Triton X-100. 
















Fonte: A autora. 
 
Cabrera et al. (2009) observaram que a quantidade de surfactante para a dessorção 
enzimática completa depende do tipo de biocatalisador produzido. Em seus estudos, 
dependendo do biocatalisador, foram utilizadas diferentes concentrações de Triton X-100, 
variando de 1 a 4%, para a dessorção completa de lipase. 
A adsorção da lipase no suporte deve ser forte para evitar a dessorção durante a sua 
aplicação em certa reação. Porém, a dessorção das lipases para reutilização do suporte ou para 
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a purificação das enzimas é uma vantagem, uma vez que este fato consiste da reversibilidade 
do processo de adsorção-dessorção (PALOMO et al., 2005a). 
 
5.3.5 Determinação dos Parâmetros Cinéticos aparentes (Km e Vmáx) 
 
 As constantes cinéticas foram determinadas utilizando como substrato p-nitrofenil 
palmitato (p-NPP). As atividades da lipase livre e imobilizada (LU-TAC) foram avaliadas em 
diferentes concentrações de substrato (0,16 – 2,7 mM). Os resultados foram plotados em 
gráficos de Lineweaver & Burk. Logo, Vmáx indica a máxima velocidade possível para a 
transformação correspondente, enquanto o Km indica a afinidade da enzima pelo substrato. A 
análise cinética demonstra que a dependência da atividade lipolítica de lipases livres e 
imobilizadas pode ser descrita pelo modelo de Michaelis-Menten. A Figura 5.17 apresenta os 
dados de ajuste para (A) enzima livre e (B) enzima imobilizada. 
 
Figura 5.17 - Gráficos de Lineweaver-Burk para (A) LU (R2= 0,94) e (B) LU-TAC (R2=0,96). 





























Fonte: A autora. 
 
A Tabela 5.4 apresenta os dados de Km, Vmax e eficiência catalítica (Vmax/Km) para LU 
e LU-TAC. 
 






Livre 0,24 11,07 46,12 
Imobilizada 0,41 7,09 17,29 
Fonte: A autora. 
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A enzima imobilizada em triacetato de celulose apresentou Km maior que a enzima livre. 
Km é uma constante relacionada com a afinidade da enzima pelo substrato. Na forma 
imobilizada, a enzima apresentou um valor 1,7 vezes maior, indicando menor afinidade por p-
NPP. A mudança do valor do Km indica que a enzima modifica parcialmente sua estrutura para 
se acomodar na superfície do polímero devido a boa interação entre a enzima e o suporte. Esta 
imobilização modifica parcialmente o comportamento da enzima e, portanto, muda o valor de 
Km em relação a enzima original. 
O valor de Vmáx para a enzima imobilizada foi menor que o valor obtido para a enzima 
livre. A velocidade máxima de reação para a enzima imobilizada é 1,6 vezes menor que a 
encontrada para enzima livre. A formação de partículas poliméricas pequenas podem causar 
aglomerações, o que dificultaria a interação entre a enzima imobilizada e o substrato. Esse 
comportamento pode explicar o valor maior de Km, a baixa Vmax encontrada para a enzima 
imobilizada e a menor eficiência catalítica (Vmax/Km) da enzima na forma imobilizada 
(CIPOLATTI et al., 2015). Esta diminuição da eficiência catalítica, no entanto, não inviabiliza 
o emprego do sistema LU-TAC na catálise enzimática, fato que será observado nos testes de 
desempenho deste na transesterificação do óleo de soja. 
 
5.3.6 Reutilização de LU-TAC 
 
Para avaliar o reuso do biocatalisador, LU-TAC  foi sumetido a vários ciclos de hidrólise 
de p-nitrofenil palmitato (p-NPP). A atividade relativa foi medida a cada ciclo e comparada 












Figura 5.18 - Reuso de LU-TAC na hidrólise de p-NPP. Reações realizadas de acordo com a 
Seção 4.4.1. 


















Número do ciclo  
Fonte: A autora. 
 
A LU-TAC mostrou um decréscimo de atividade após cada ciclo, retendo mais de 50 % 
da atividade após apenas dois ciclos. A perda de atividade pode estar relacionada à dessorção 
da enzima do suporte, possivelmente causada pelas várias etapas do teste. Outro fator que pode 
ter levado à perda de atividade ao longo dos ciclos é a presença do Triton X-100 utilizado para 
preparação da solução de substrato p-NPP. Como visto anteriormente (Seção 5.3.4), esse 
surfactante favorece a dessorção da enzima inicialmente imobilizada no suporte. Turati et al. 
(2017) também observaram comportamento semelhante ao avaliar a dessorção de lipase de 
Penicillium sp. Section Gracilenta (CBMAI 1583) imobilizada por adsorção física e utilizando 
Triton X-100 na preparação do substrato. 
A imobilização de lipases por adsorção física tem um problema principal: a dessorção 
das enzimas quando expostas a altas temperaturas ou na presença de detergentes, solventes 
orgânicos ou alguns produtos de reação (VIRGEN-ORTÍZ et al., 2017). Para minimizar esses 
efeitos, alguns suportes heterofuncionais foram propostos, contendo: grupos 
catiônicos/aniônicos (RUEDA et al., 2016), glutaraldeído (VESCOVI et al., 2016), glioxil 
(BERNAL; ILLANES; WILSON, 2014), epóxido (GUAJARDO et al., 2015). Recentemente, 
Fernandez-Lopez et al. (2017) propuseram a produção de revestimento físico de lipases 
imobilizadas em octil-agarose usando polímeros iônicos para imobilizar fisicamente por redes 
diferentes moléculas de lipase. A estratégia permitiu minimizar a dessorção enzimática, 
aumentando a estabilidade da enzima e mantendo a reversibilidade da imobilização. 
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5.4 TRANSESTERIFICAÇÃO DE ÓLEO DE SOJA UTILIZANDO LU-TAC COMO 
BIOCATALISADOR 
 
5.4.1 Testes preliminares para definição de faixas de estudo e variáveis da otimização das 
condições das reações de transesterificação  
 
Testes preliminares foram conduzidos afim de encontrar intervalos de estudo das 
variáveis e consequentemente propor a condição ótima para a produção de ésteres metílicos. 
Experimentos foram propostos, conforme Tabela 5.5, avaliando diferentes proporções 
óleo/metanol, % de LU-TAC em relação à massa de óleo, % de água em relação à massa de 
óleo, volume de solvente e temperatura. Observou-se previamente (Seção 5.3.3) que o n-hexano 
aumenta a atividade de LU-TAC nas primeiras 6 horas de incubação. Por esse motivo, esse 
solvente foi escolhido para emprego nas reações de transesterificação utilizando esse 
biocatalisador. 
A avaliação da produção de biodiesel a partir do óleo de soja, via catálise enzimática 
pela LU-TAC, foi realizada por cromatografia gasosa. Inicialmente, uma mistura de 37 padrões 
de ésteres metílicos foi separada pela técnica e os picos cromatográficos identificados e 
confirmados por GC-MS. A partir da identificação dos ésteres foi possível empregar os tempos 
de retenções desses compostos para confirmar a identidade dos picos, registrados 
cromatograficamente, nas amostras submetidas às reações de transesterificação utilizando LU-













Tabela 5.5 – Efeito da razão molar, % LU-TAC, % água, % n-hexano e temperatura  na 
produção de biodiesel metílico (ésteres metílicos de ácidos graxos) a partir do óleo de soja 
catalisado pela LU-TAC. 
 Razão molar 
óleo/metanol 
LU-TAC (% 










1 1:3 20 15 0,5 40 16,0 
2 1:4 20 15 0,5 40 13,1 
3 1:6 20 15 0,5 40 7,6 
4 1:8 20 15 0,5 40 4,8 
5 1:4 20 15 0,5 35 40,0 
6 1:4 20 15 0,5 30 25,0 
7 1:4 20 10 0,5 35 42,5 
8 1:4 20 20 0,5 35 18,3 
10 1:4 20 15 1,5 35 39,0 
11 1:4 40 15 0,5 35 41,9 
Fonte: A autora. 
 
Comparando os testes 1-4 (Tabela 5.5), em que variam-se apenas as razões molares 
óleo/metanol, observa-se que quanto maior a quantidade de metanol no meio reacional, menor 
é o rendimento de ésteres metílicos. Esse fato pode estar relacionado a uma queda da atividade 
enzimática da LU na presença de metanol. Apesar de a razão molar 1:3 ter o melhor resultado 
de FAME, optou-se por utilizar uma razão 1:4 nos próximos estudos, pois a reação de 
transesterificação (Figura 2.8) é uma reação reversível. 
Nos testes 5 e 10 variou-se o volume de n-hexano adicionado mantendo os demais 
fatores constantes, sendo possível observar uma pequena variação no rendimento dos produtos. 
Considerando esse resultado e questões econômicas, optou-se por fixar o volume de n-hexano 
nas reações em 0,5 mL/g de óleo de soja. Atualmente, estudam-se reações desse tipo com a 
adição por etapas de metanol ou etanol ou livres de solventes, “solvent free” (GALEANO; 
MITCHELL; KRIEGER, 2017; RODRIGUES et al., 2010). Reações de transesterificação 
“solvente free” não se aplicariam utilizado o TAC como suporte para as lipases, pois ele se 
dissolve no meio reacional sem a adição de n-hexano. 
A quantidade do catalisador LU-TAC foi variada nos testes 5 e 11. Observou-se uma 
pequena variação na porcentagem de ésteres produzidas, menor que 2 %. Apesar da pequena 
variação da % de ésteres esse fator deve ser melhor investigado, sendo então uma das variáveis 
a ser estudada no planejamento composto central. 
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A porcentagem de água com relação à massa de óleo também foi relevante nas reações 
de transesterificação utilizando biocatalisadores. A lipase tem seu sítio ativo disponível na 
interface água/óleo, sendo então necessária a adição de água. Porém, a quantidade ideal de água 
deve ser otimizada. Nota-se nos testes 5, 7 e 8 que a quantidade de água no sistema reacional 
influencia os resultados de % de ésteres, sendo necessário um estudo considerando sua interação 
também com outras variáveis. 
Quando se trata de processos envolvendo o uso de enzimas, o controle de temperatura é 
indispensável. Analisando os dados de produção de FAME nos experimentos em que se variou 
apenas a temperatura de reação (testes 2, 5 e 6) nota-se que há uma grande influência dessa 
variável na reação. Sendo assim, a temperatura também foi selecionada para estudo de 
otimização da produção do biodiesel, catalisada pela LU-TAC. 
 
5.4.2 Otimização da produção de biodiesel via planejamento composto central (PCC) 
 
Considerando os testes preliminares para a produção de biodiesel, fixaram-se as 
variáveis concentração de n-hexano (0,5 mL/g de óleo) e a razão molar metanol/óleo (4:1) e 
realizou um estudo, empregando o Planejamento Composto Central (PCC), com as variáveis % 
LU-TAC, temperatura e % de água na produção de biodiesel metílico a partir do óleo de soja. 
Com relação a atividade de LU-TAC, ofereceu-se 195 U/g de óleo em cada reação. As 















Tabela 5.6 – Matriz do PCC realizado para avaliação da influência da temperatura, % de LU-
TAC e % de água na % de FAME obtida de reações de transesterificação de óleo de soja. 
Ensaio Temperatura % LU-TAC %Água % FAME 
1 30 (-1) 15 (-1) 10 (-1) 25,2 
2 30 (-1) 15 (-1) 20 (+1) 8,0 
3 30 (-1) 25 (+1) 10 (-1) 33,1 
4 30 (-1) 25 (+1) 20 (+1) 14,4 
5 40 (+1) 15 (-1) 10 (-1) 26,6 
6 40 (+1) 15 (-1) 20 (+1) 12,2 
7 40 (+1) 25 (+1) 10 (-1) 39,9 
8 40 (+1) 25 (+1) 20 (+1) 18,3 
9 28,2 (-1,35313) 20 (0) 15 (0) 17,2 
10 41,8 (+1,35313) 20 (0) 15 (0) 28,5 
11 35 (0) 13,2 (-1,35313) 15 (0) 12,6 
12 35 (0) 26,8 (+1,35313) 15 (0) 32,5 
13 35 (0) 20 (0) 8,2 (-1,35313) 40,0 
14 35 (0) 20 (0) 21,8 (+1,35313) 28,6 
15 (C) 35 (0) 20 (0) 15 (0) 43,9 
16 (C) 35 (0) 20 (0) 15 (0) 44,4 
17 (C) 35 (0) 20 (0) 15 (0) 43,2 
Fonte: A autora. 
 
O efeito da temperatura sobre o teor de ésteres total, mantendo as demais variáveis 
constantes, pode ser verificado nos ensaios 1 e 5, 2 e 6, 3 e 7, 4 e 8 (Tabela 5.6). O aumento da 
temperatura contribuiu para um aumento na produção de ésteres em todos os testes realizados. 
No entanto, as maiores % de ésteres foram observadas à temperatura de 35 °C. A 41,8 °C a % 
de éster foi inferior aos valores encontrados para os testes a 40 °C. Este resultado indica que a 
temperatura de trabalho ideal da enzima para este meio de reação deve estar próxima de 35 °C. 
Este é um comportamento típico das enzimas, que tem suas atividades máximas a uma 
temperatura específica e, após essa temperatura, tem uma queda de atividade por desnaturação 
de suas estruturas (DANIEL; DANSON, 2013). 
A quantidade de catalisador também influenciou positivamente a resposta estudada, 
conforme observado nos ensaios 1 e 3, 2 e 4, 5 e 7, 6 e 8 do PCC (Tabela 5.6). Assim como a 
temperatura, a porcentagem de catalisador tem um limite próximo ao ponto central do PCC. 
Como confirmação dessa hipótese, o ensaio 12, em que a concentração do catalisador foi de 
26,8 % (a maior estudada), obteve-se uma % de ésteres inferior aos ensaios realizados no ponto 
central (15, 16 e 17), em que a % de catalisador foi de 20 % e 43,9 % de éster total em média 
no biodiesel. Quando a temperatura e a % de catalisador foram mantidos constantes variando-
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se apenas a % de água foi possível notar um aumento no teor de ésteres à medida que a 
porcentagem de água diminuia. Isto pode ser observado nos ensaios 1 e 2, 3 e 4, 5 e 6, 7 e 8, 9 
e 10 do PCC. A presença de água é fundamental para manter a conformação da lipase e também 
aumentar a área interfacial entre a água e a fase orgânica, onde a lipase atua. A % de ésteres 
total obtida da transesterificação do óleo de soja depende da área interfacial, onde a lipase atua, 
que pode ser aumentada pela adição de certas quantidades de água. No entanto, um excesso de 
água estimulará a reação de hidrólise concorrente, causando uma diminuição na % de ésteres 
total. Vários estudos mostraram que a adição de uma pequena alíquota de água à mistura de 
reação catalisada por enzima aumentou a taxa de síntese de ésteres de ácidos graxos (BABAKI 
et al., 2015; CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014; FERRERO et al., 2016). 
Com os resultados apresentados na Tabela 5.6, foi possível analisar estatisticamente as 
% de ésteres totais obtidas das reações de transesterificação dentro das condições experimentais 
investigadas. Cada experimento planejado foi realizado de acordo com as condições 
previamente definidas e o teor de éster total quantificado por cromatografia gasosa com 
detecção por ionização em chama. Para avaliação do efeito, se significativo ou não, das 
variáveis no teor de éster total obtido da transesterificação do óleo de soja, determinaram-se os 
coeficientes de regressão após a regressão múltipla dos dados no programa Statistica 7.0. A 
Tabela 5.7 mostra os coeficientes de regressão das variáveis e interações com parâmetros 
significativos e não significativos para a resposta (% de ésteres metílicos), bem como os valores 
dos níveis de significância relacionados aos mesmos. A partir desta análise, com parâmetros 
significativos e não significativos, foi obtida a Equação 5.1. 
 
Tabela 5.7 -  Regressão múltipla para % FAME com R2 =0,93. 
Variáveis e interações Coeficientes de regressão Desvio t(7) P 
Termo independente 41,82908 2,490270 16,79701 0,000001 
Temperatura (X1) (L) 2,70885 1,404996 1,92801 0,095201 
Temperatura (X1) (Q) -8,96115 1,852968 -4,83611 0,001886 
% LU-TAC (X2) (L) 5,19874 1,404996 3,70018 0,007653 
% LU-TAC (X2) (Q) -9,12500 1,852968 -4,92453 0,001705 
% Água  (X3) (L) -7,48811 1,404996 -5,32963 0,001088 
% Água  (X3) (Q) -2,70757 1,852968 -1,46121 0,187344 
X1X2 0,63750 1,696348 0,37581 0,718190 
X1X3 -0,01250 1,696348 -0,00737 0,994326 
X2X3 -1,08750 1,696348 -0,64108 0,541880 
Fonte: A autora. 
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Y(%) = 41,82908 + 2,70885X1 -8,96115X12 + 5,19874X2 - 9,12500X22 - 7,48811X3 -
2,70757X32 + 0,63750X1X2 -0,01250X1X3 -1,08750X2X3                            Eq. 5.1 
 
Na Tabela 5.8 estão dispostos os coeficientes de regressão das variáveis e interações 
com níveis de significância (p) menores que 10 % para a resposta medida (% de éster total), 
após a eliminação dos parâmetros não significativos. Os parâmetros não significativos, que 
foram desprezados para o nível de significância adotado, foram a água (quadrática) e as 
interações entre todas as variáveis. A Equação 5.2 representa o modelo com as variáveis 
significativas codificadas para as % FAME obtidas. 
 
Tabela 5.8 - Regressão múltipla apenas com variáveis significativas para a % FAME com 
R2=0,93. 
Variáveis e interações Coeficientes de regressão Desvio t(7) P 
Termo independente 41,82908 2,490270 16,79701 0,000001 
Temperatura (X1) (L) 2,70885 1,404996 1,92801 0,095201 
Temperatura (X1) (Q) -8,96115 1,852968 -4,83611 0,001886 
% LU-TAC (X2) (L) 5,19874 1,404996 3,70018 0,007653 
% LU-TAC (X2) (Q) -9,12500 1,852968 -4,92453 0,001705 
% Água  (X3) (L) -7,48811 1,404996 -5,32963 0,001088 
Fonte: A autora. 
 
Y(%) = 41,82908 + 2,70885X1 -8,96115X12 + 5,19874X2 - 9,12500X22 -7,48811X3                      
Eq. 5.2 
 
O coeficiente de correlação (R2) obtido após o ajuste foi de 0,93, indicando que os 
resultados foram explicados pela equação empírica proposta com 93 % da variabilidade dos 
dados. As Figuras 5.19 e 5.20 mostram a distribuição dos resíduos em torno do zero e a 
representação dos valores previstos em função dos valores experimentais, respectivamente. 
Observa-se que os resíduos estão aleatoriamente distribuídos em torno do zero, indicando 








Figura 5.19 – Valores preditos por valores experimentais pelo modelo para % FAME. 
























Fonte: A autora. 
 
 
Figura 5.20 – Distribuição dos resíduos para a o modelo proposto para a % FAME produzida 
na transesterificação do óleo de soja catalisada por LU-TAC. 


















Fonte: A autora. 
 
Observando a análise de variância para a % FAME obtida na Tabela 5.9, é possível 
concluir que o modelo representa adequadamente os dados experimentais. O valor de F 





Tabela 5.9 – Análise de variância para % FAME obtida de acordo com o PCC estudado para a 
transesterificação de óleo de soja catalisada por LU-TAC. 
Fonte de  
variação 
Soma de  
quadrados 




Regressão 2213,212 9 245,912 
10,6821 Resíduo 161,145 7 23,0208 
Total 2374,359 16  
F9:7;0,10 = 3,92 
Fonte: A autora. 
 
Como o modelo foi significativo, foi possível construir as superfícies de respostas e 
definir as regiões de interesse, que representam as condições otimizadas da produção de ésteres 
metílicos a partir da transesterificação do óleo de soja catalisada por LU-TAC. A Figura 5.21 
apresenta as superfícies de resposta e as curvas de contorno em função da temperatura, % de 
LU-TAC e % de água para o PCC estudado. O intervalo de temperatura correspondente à 
porcentagem máxima de FAME está entre 33 e 37 °C. As porcentagens de FAME mais altas 
são obtidas entre 19 e 24 % de LU-TAC em relação à massa de óleo. A melhor resposta foi 
obtida para uma percentagem de água inferior a 10 % em relação à massa de óleo. 
Visando validar o modelo ajustado aos resultados de % de ésteres de acordo com o PCC 
estudado, foi realizada a reação de transesterificação nas condições definidas como ótimas para 
as variáveis: temperatura de 34,2 °C, 21,9 % de catalisador e 7,7 % de água. A porcentagem de 
ésteres totais obtida nessas condições foi de 48,4 %. Adicionando os valores das variáveis 
codificadas nestas condições à Equação 4.2 obteve-se 47,5 % de porcentagem de ésteres 
metílicos. Esses resultados confirmam a validade do modelo obtido para o experimento. 
Para o ensaio realizado nas condições ótimas das variáveis estudadas, realizou-se um 
acompanhamento da produção de FAME com o tempo. Os dados foram apresentados na Figura 
5.22. Observa-se que a reação de transesterificação do óleo de soja catalisada pela LU-TAC 
tem seu máximo de produção de ésteres metílicos estabilizando, em um tempo de 







Figura 5.21 – Superfícies de resposta e curvas de contorno para % FAME em função de (A) 








































































Fonte: A autora. 
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Figura 5.22 – Variação da produção de ésteres metílicos de ácidos graxos com o tempo na 
reação de transesterificação do óleo de soja catalisada por LU-TAC nas condições otimizadas 
do PCC. 












Tempo (minutos)  
Fonte: A autora. 
 
A Figura 5.23 apresenta o perfil cromatográfico de ésteres produzidos a partir do óleo 
de soja com LU-TAC como catalisador. É possível observar na Figura 5.23 cinco picos 
correspondentes aos principais ésteres de ácidos graxos do óleo de soja: C16, C18, C18:1, 
C18:2 e C18:3 (ácidos palmítico, esteárico, oleico, linoleico e linolênico, respectivamente). O 
perfil cromatográfico apresentado é similar ao obtido para biodiesel de óleo de soja produzido 
via catálise alcalina (SANTOS; VIEIRA; VALENTINI, 2013). Desta forma, o perfil 
cromatográfico do biodiesel produzido via catálise por LU-TAC confirma a eficiência do 
sistema enzimático LU-TAC na transesterificação do óleo de soja. O pico com retenção em 2 
minutos está relacionado ao metilheptadecanoato (C17), que foi adicionado ao produto da 








Figura  5.23 – Perfil cromatográfico de ésteres produzidos em reação de transesterificação de 
óleo de soja catalisada por LU-TAC. Condições cromatográficas: coluna RTX-5MS 30 m × 
0,32 mm d.i. × 0,25 µm espessura de filme; temperatura do forno da coluna: 210 °C; injeção 
no modo split a 250 °C, razão Split 1:10; detector FID a 250 °C; volume de injeção: 1,0 μL. 
 




















Fonte: A autora. 
 
5.4.3 Reutilização de LU-TAC em reações de transesterificação 
 
Estudos de reuso do biocatalisador LU-TAC foram feitos utilizando o reaproveitamento 
do mesmo após ciclos subsequentes de uso. Após cada ciclo, a enzima foi drenada e lavada com 
tampão fosfato a 25mM e pH 7 antes de novo uso. A produção de FAME obtida em cada ciclo 











Figura 5.24 - % FAME obtida em cada ciclo de uso do catalisador LU-TAC na 
transesterificação do óleo de soja. 















Fonte: A autora. 
 
Observou-se na Figura 5.24 uma queda de aproximadamente 12 % na produção de 
FAME do primeiro para o segundo ciclo e quando comparado ao terceiro ciclo, a queda foi de 
aproximadamente 43 %. Esse resultado pode ser justificado pela principal desvantagem da 
imobilização por adsorção: a dessorção da enzima. Esse fato ocorre devido à ligação fraca entre 
a lipase e o suporte e é acelerado pelo sistema de emulsão água-óleo que reduz a estabilidade 
da lipase imobilizada (GOG et al., 2012; SANKARAN; SHOW; CHANG, 2016), além do 
efeito de solventes e dos próprios produtos formados, pois os mono- e diglicerídeos também 
tem propriedades tensoativas (MURTY; BHAT; MUNISWARAN, 2002). 
 A porcentagem de FAME obtida nesse trabalho é relativamente baixa quando 
comparada a porcentagem de ésteres obtida para outras lipases (Tabela 2.2). Por outro lado, 
quando comparados a resultados obtidos com LU imobilizada em outros suportes, ou 
imobilizadas usando outros protocolos, os resultados são aceitáveis e promissores. Neste 
trabalho, produziu-se 48,4% de ésteres a temperatura de 34,2 °C, 21,9 % de LU-TAC, 7,7 % de 
água, 0,5mL n-hexano/g de óleo e razão molar (metanol/óleo) 4:1 com tempo de reação de 3 
horas. Tacias-pascacio et al. (2017) avaliaram a produção de biodiesel de óleo de cozinha 
residual com LU imobilizada. Após 24 horas de reação a 30 °C, sob agitação, utilizando 2 g de 
óleo, 10 % de biocatalisador e 0,25 % de água (com relação à massa de óleo), razão molar 3:1 
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(álcool/óleo) e 3 mL de hexano, a porcentagem máxima de ésteres obtidas foi de 11 % utilizando 
estireno macroporoso e octadecil metacrilato como suportes.  
Vale ressaltar que LU é uma enzima produzida prioritariamente para degomagem de 
óleo com atividade fosfolipídica e lipolítica. Além disso, nenhuma etapa de purificação dos 
ésteres foi empregada após as reações de transesterificação. Apesar disso, a LU-TAC catalisou 
as reações de transesterificação de óleo de soja produzindo porcentagem de ésteres 4 vezes 
maiores e em tempo 8 vezes menor que Tacias-Pascacio et al. (2017) quando utilizaram n-
hexano como solvente do meio reacional.  
Sabe-se que a modificação do suporte, especialmente se adicionados grupos 
heterofuncionais, pode minimizar efeitos de dessorção da enzima (VIRGEN-ORTÍZ et al., 
2017). Além disso, a imobilização por outros métodos também pode relevar novos 
comportamentos das enzimas. TAC é um polímero que permite uso também na forma de 
membranas (RIBEIRO, 2016), membranas de nanofibras (BRITES, 2015) micro e 
nanopartículas (ALVES, 2015). Assim, pode-se dizer que a imobilização de LU por adsorção 
física em TAC favoreceu a eficiência da enzima na produção de ésteres e que, existindo ainda 
inúmeras possibilidades para a imobilização de lipases nesse suporte, este é um polímero muito 












A partir dos resultados obtidos foi possível concluir que: 
 
• A produção de triacetato de celulose a partir da polpa Kraft de Eucalipto via reação 
homogênea a partir do procedimento adaptado neste trabalho, diminuindo o tempo de 
reação de acetilação,  foi viável e eficiente. 
• O material obtido é um triacetato de celulose uma vez que apresenta temperatura 
de fusão de 306 °C, GS igual a 2,7, solubilidade em diclorometano aspectos observados 
para um material com elevado grau de acetilação.  
• É possível imobilizar a fosfolipase Lecitase Ultra® via adsorção física em 
triacetato de celulose com rendimento de imobilização de 97 %, sendo essa imobilização 
provavelmente via ativação interfacial. 
• A enzima Lecitase Ultra® apresentou estabilidade térmica maior na forma 
imobilizada quando comparada à forma livre, especialmente para as temperaturas de 35 
°C e 40 °C, com inativação de 24 e 19,3 %, respectivamente, com 8 horas de experimento.  
• A enzima Lecitase Ultra® apresentou estabilidade maior na forma imobilizada 
quando comparada à forma livre, apresentando aumento de atividade enzimática para 
todos os pHs estudados, especialmente os pHs alcalinos. A mesma temperatura ótima, 40 
oC, foi observada para a enzima na forma livre e imobilizada em TAC. 
• Na forma imobilizada a enzima Lecitase Ultra® apresentou aumento na atividade 
na presença de n-hexano nas primeiras horas e atividade relativa semelhante em todos os 
solventes orgânicos estudados, com inativação de aproximadamente 38 % com 30 h de 
incubação. 
• 84,5% da lipase foi dessorvida do suporte usando uma concentração de 0,02 % de 
Triton X-100, sendo possível a sua remoção e reaproveitamento do suporte. 
• As constantes cinéticas Km e Vmax foram encontradas para LU e LU-TAC. A 
enzima imobilizada apresentou menores valores de Km e Vmax indicando maior afinidade 
com o substrato, porém menor acessibilidade. 
• Estudo de reuso de LU-TAC em reações de hidrólise de p-NPP indicou perda de 
atividade enzimática menores de 50 % até dois ciclos. 
• A avaliação estatística do PCC realizado para otimização das condições de reações 
de transesterificação utilizando LU-TAC como catalisador levaram a uma condição ótima 
de trabalho: temperatura de 34,2 °C, 21,9 % de LU-TAC e 7,7 % de água (com relação à 
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massa de óleo) com tempo de reação de 3 horas, resultando em uma % de ésteres totais 
de 48,4 %, sob tais condições experimentais. O modelo ajustado às % de ésteres obtidas 
de acordo com o PCC indicou uma porcentagem máxima teórica de 47,5 % de ésteres na 
condição ótima, resultado que não difere estatisticamente do obtido experimentalmente, 

































7 SUGESTÕES PARA ESTUDOS FUTUROS  
 
 Combinar imobilização por adsorção física e por ligação covalente, 
funcionalizando a celulose e/ou o TAC (com grupos amina, catiônicos/aniônicos, 
aldeído, entre outros) estabilizando a forma aberta das lipases e minimizando 
efeitos de dessorção.  
 Produzir blendas TAC/polímeros iônicos que minimizem efeitos de dessorção. 
 Imobilizar lipases produzidas especificamente para catalisar reações de 
transesterificação; 
 Avaliar a produção de ésteres etílicos na produção de biodiesel catalisada por LU-
TAC; 
 Avaliar a produção de biodiesel a partir de outras matérias-primas, como por 
exemplo, óleo residual; 
 Aplicar LU-TAC em processos de degomagem e produção de diacil e 
monoacilglicerídeos; 
 Utilizar outras fontes lignocelulósicas, especialmente resíduos agroindustriais, 
para produção de TAC e imobilização de lipases. 
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CURVA DE CALIBRAÇÃO PARA ALBUMINA BOVINA 
 













Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,98457
Value Standard Error
B Intercept 0,0346 0,0309
B Slope 20,19 1,26136
 
 
 
